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VABREVIATURAS:
ABC = Complejo avidina-biotina-peroxidasa
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C.Mín = Cámbios mínimos
DAP = Diagnóstico anatomopatológico
ECC = Enfermedad colestática crónica
ENE = Enfermedad neoplásica del hígado
EPA = Enfermedad parenquimatosa aguda
EPO = Enfermedad parenquimatosa crónica
FF = Frotis faringeo
ECA = Hepatitis crónica activa
HCP = Hepatitis crónica persistente
HIS = Hibridación in situ
HLob = Hepatitis lobulillar
ESA = Hepatitis subaguda
IP = Interferón
IHQ = Inmunohistoquimica
ISQ = Isquemia
LBA = Líquido brocoalveolar
ME = Microscopia electrónica
NOL = Necrosis centrolobulillar
OKT3 = Anticuerpos monoclonales anti-OKT3
PAP = Peroxidasa-antiperoxidasa
PB = Patología biliar
PCR = Reacción en cadena de la polimerasa
RA = Rechazo Agudo
RC = Rechazo crónico
RTXH = Retrasplante hepático
TxH = Trasplante hepático
VEE = Virus Epstein-Barr
VHS = Virus Herpes simple
VIE = Virus de la inmunodeficiencia humana adquirida
VZ = Virus de la Varicela Zoster
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Las enfermedades infecciosas siempre atormentaron a la
humanidad deteminando cambios en los estilos de vida e
influyendo tanto en el desarollo urbano y tecnológico como en
el crecimiento de la población.
Como resultado de esa interación y como parte de la lucha
por la supervivencia humana, el combate contra las infecciones
condicionó la evolucion científico-tecnológica de las ciencias
médicas y biológicas, cambiando la práctica médica tradicional
por la tecnológica, permitindo prevenir con las vacunas y curar
con los antibióticos y agentes antimicrobianos.
Esas prácticas combinadas cambiaron el curso y la
prevalencia de la mayoría de las enfermedades infecciosas,
especialmente las bacterianas que tanto preocuparon a nuestros
antepasados de estos dos últimos siglos. Pero también, dieron
paso a nuevos desafíos, entre ellos se destacan aquellos
provocados por el reconicimiento de muchas infecciones virales
y sus múltiples manifestaciones, su diagnóstico, su tratamiento
y su prevención.
Sin duda, nos encaminamos hacia una nueva era: La de la
lucha contra los virus, cada vez más presentes como
protagonistas centrales en muchos de los procesos salud!
enfermedad/intervención médica, en nuestra sociedad.
La importancia del Citomegalovirus <CMV), objeto central
del presente trabajo, se ha hecho evidente en este contexto y
a continuación se exponen brevemente los datos que nos han sido
de utilidad en nuestro estudio.
El CMV es un agente ubicuo que habitualmente infecta
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individuos en muy diferentes áreas geográficas y clases
económicas. La mayoría de las personas resultan infectadas en
el curso de su vida. El gran número de individuos seropositivos
informa de la enorme facilidad de su transmisión, casi por
cualquier via.
Si bien la mayoria de las infecciones por CMV son
asintomáticas, ciertos grupos de pacientes son más suceptibles
de desarrollar enfermedades graves, incluso con secuelas
permanentes. Asi, el CMV puede ser muy patógeno en la vida
intrauterina, en la vida perinatal y en pacientes
inmunodeprimidos de cualquier edad. Es una de las más
frecuentes etiologías entre las infecciones virales adquiridas
por transfusión sanguínea y es causa de morbidad y de
mortalidad en pacientes trasplantados, asi como en el grupo de
pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia
humana adquirida (VIH>
El CMV puede afectar a cualquier órgano, aunque se observa
más frecuentemente en pulmón, hígado, cerebro, glandulas
salivales, páncreas, riñón, médula ósea y tracto
gastrointestinal. Su característica morfológica más importante
es la producción de citomagalias con una inclusión intranuclear
y/o intracitoplasmática.
Entre los pacientes trasplantados, el CMV es la etiología
viral oportunista más frecuente. Su diagnóstico diferencial con
otras causas de disfunción, principalmente con el rechazo
celular o agudo(PA) debe ser lo más definitivo posible porque
condiciona conductas terapéuticas muy distintas.
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La biopsia hepática en el curso postrasplante demuestra
la infección del injerto en el seno de una infección sistémica.
Se puede detectar CMV por múltiples técnicas: cultivo,
presencia histológica o citológica de inclusiones virales,
demostración inmunohistoquímica(IHQ) de proteínas virales y
demostración del DNA viral por hibridación in situ (HIS) o por
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
En la siguiente revisión bibliográfica se considerarán 1>
los principales aspectos del CMV Humano, II) un sumario
informativo del Trasplante Hepático(TXH) y III) las
consecuencias que el primero puede originar en los pacientes
trasplantados hepáticos.
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1 - EL CITOMEGALOVIRUS HUMANO:
I.A) Historia del Citomegalovirus:
Las primeras descripciones del CMV surgieron a principios
de siglo (1904), cuando Ribbert y Jesioneky [83] observaran las
imagenes de células grandes portadoras de inclusiones en
órganos de fetos y nacidos muertos. Estas células tenían de 20
a 30 nm de diametro, con núcleo grande, excéntrico conteniendo
un cuerpo nuclear central circundado por halo claro [83]
Inicialmente se postulé que tales células eran de origen
parasitario, tratándose posiblemente de protozoos. La detección
de estructuras similares en las lesiones producidas por
Herpesvirus determinó las primeras sugerencias sobre un origen
viral de esas células [67]. Esta teoría gradualmente prevaleció
entre los estudiosos del tema y fue apoyada por el trabajo de
Cole y Kuttner,en 1926 [83], que comprobaron la
transmisibilidad del virus en la glandula salival de cobaya.
Pero fue Cowdry [36] en 1934 quien demostró definitivamente la
relación entre los cuerpos de inclusión y ciertas infecciones
virales por medio de estudios experimentales.
En los años siguientes se llegó a un gran avance con la
descripción del cuadro patológico de la Enfermedad de Inclusión
Citomegálica [239], y con la detección de virus en pacientes
vivos a través del estudio citológico de orina [57]
Hasta entonces las más directas características
morfológicas del virus habían sido evidenciadas por Minder en
1953, que estudió por microscopia electrónica (magnitud de X
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25,000) células con inclusiones citomegálicas en tejido
pancreático: partículas 100 nm en citoplasma y en el halo
claro, alrededor de inclusiones intranucleares [127]
El aislamento del CMV humano solo pudo ocurrir después del
desarrollo de la técnica de crecimiento en medio de cultivo
celular. Tal hecho ocurrió independientemente en tres centros
de investigación diferentes en 1956: por M.Smith en St.Louis
1188], por Neller y col en Boston 12301 y por Rowe y col en
Eethesda [171]
El cultivo celular del virus ha sido una poderosa
herramienta para la investigación de los aspectos clínicos y
patológicos de la infección por CMV. Entre ellos hay que
resaltar el reconocimiento de la infección fuera del contexto
pediátrico, impulsando los recientes estudios entre los
pacientes inmunosupriinidos y llegando a ser el “primer virus
oportunista” [231]
Ahora el CMV es reconocido como uno de los seis
Herpesvirus humanos, que se caracterizan por compartir las
interesantes propiedades de ser incurables, permanacer latentes
en tejido y ser reativados durante la inmunosupresión [224]
Los últimos conocimientos de aspectos moleculares del CMV
y los avances en la prevención y tratamiento de su infección
en la población susceptible, prometen inaugurar una nueva etapa
de su historia.
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I.B) Biología y Patogenia del Citomegalovirus:
El CMV pertenence a la familia de los Herpesvirus
(Herpesviridae> que también incluye los virus Herpes simple
(VHS I,II,VI), el virus de la Varicela Zoster(VZ> y el virus
de Epstein-Earr(VEB) [82]. Es el miembro más grande de los
Herpesvirus humanos, con considerable heterogeneidad genómica
y antigénica entre sus diferentes cepas (AID 169, C—87, Davis,
Esp. y Kerr) [85,86,212]. Todavía se desconoce si las
diferencias antigénicas entre las cepas del CMV tienen
consecuencias clínicas en términos de virulencia o en términos
de riesgo de reinfección por múltiples cepas virales [212]
Estructuralmente el CMV tiene un core constituido por una
doble cadena de DNA de aproximadamente 230 kilobases (kbp)
formada por un componente largo y uno corto que se fijan por
una secuencia repetitiva terminal que puede invertirse durante
la replicación. Tal genoma está envuelto en una matriz protéica
y recubierto por doble capa lipídica conteniendo envoltura
externa y una capside formada por 162 capsómeros, constituidos
por polipeptidos. El virión total tiene 180 milimicras de
diámetro [84,121]. Una forma transicional y no infectiva del
virus la constituyen los cuerpos densos, encapsulados,
deficientes de ácidos nucleicos, y que contienen glicoproteinas
además de la matriz proteica [121]
Los estadios de replicación del CMV son similares a los
de otros Herpesvirus. El tiempo de absorción y penetración es
el mismo, pero las etapas replicativas subsecuentes son muy
prolongadas (4 días vs 8 horas del Herpesvirus> . Para que sean
— .11
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posibles la replicación y la expresión intracelular del CMV,
es necesaria la síntesis “en cascada” del RNAm y de tres tipos
de proteinas virales [72,73,208]• Dichas proteinas son:
a) proteinas alfa o precoces, necesarias para el control
de la síntesis de macromoleculas en La célula huésped.
b) proteinas beta o tempranas, utilizadas en el control
de la síntesis de los nuevos viriones.
c) proteinas gamma o tardías, necesarias para la formación
de los componentes estruturales del virión.
La denominación de “expresión en cascada” se debe a que
es necesaria la presencia de los productos precoces para
producción de los productos tardíos [72,73,121].
Trás la infección viral, las modificaciones morfológicas
biológicas y antigénicas observadas en el huésped son muy
variadas. El CMV puede causar lesión celular (acción
citopática) trás la infección y la replicación que conducen
finalmente a la destrucción (lisis) de las células diana.
Potencialmente, todas las células nucleadas puede ser células
diana para replicación del CMV y sufrir posterior lisis [78]
Los mecanismos de defensa inmunológica del huesped contra
el CMV pueden ser celulares y humorales. La expresión de
antígenos CMV-específicos (proteinas virales) en la superficie
de la célula puede ser suficiente para vulnerabilizar a la
misma ante un ataque citotóxico por linfocitos T. En tal caso
la lesión, aunque desencadenada por el virus, sería causada por
la respuesta inmunocelular del huésped [78]. Entre los
mecanismos de la respuesta inmunocelular, el más importante es
II
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la citotoxidad de las células T, tanto frente a los antígenos
de la clase 1 como ante los antígenos de la clase II del lILA
[77,121]
La participación del mecanismo de defensa humoral es
evidente tanto en la primoinfección como en la reactivacion.
Los anticuerpos IgM, detectados por ELISA, ocurren en la
infección aguda inicial pero también su título se eleva en los
episódios recurrentes con o sin enfermedad sintomática [121]
I.C) Historia Natural de la Infección por Citomegalovirus:
El hombre es el único reservorio de CMV Humano y para su
contagio se requiere un íntimo contacto con los individuos que
excretan el virus por orina, saliva, semen, lágrimas u otras
secreciones. Las rutas naturales de infección son el útero o
la leche materna, durante el periodo perinatal, el contacto
familiar, durante los primeros meses de vida, o el inicio de
la actividad sexual [60]
Desde el punto de vista inmunológico, el CMV puede
producir tres tipos de infecciones [76,78,166]: a) Primaria,
que ocurre en las personas que carecen de anticuerpos contra
el CMV (seronegativas) ¿ 1,) Reactivación, definida como el
aumento por cuatro veces del título de anticuerpos anti-CMV en
un paciente que anteriormente mostraba un título positivo,
aunque bajo; c) Reinfección (o superinfección), se produce en
aquel paciente seropositivo que es reinfecctado por una cepa
(exógena> distinta de la que previamente le infectó, lo cual
origina una nueva excreción vírica y un incremento del título
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de sus anticuerpos.
Igual que los otros miembros de la familia herpesvirus,
trás una infección primaria (primoinfección) , a menudo
asintomática, el CMV permanece latente en las células de la
sangre periférica (linfocitos, monócitos, polimorfonucleares
y células natural-killer> : la persistencia del genoma no
implica la producción de proteinas víricas o viriones
infectantes. La persistencia del virus en este estado no
replicativo o con un nivel de replicación no detectable ocurre
probablemente durante toda la vida [4,29,60,109,198].
El paso de infección latente a infección activa
(reactivación) puede ocurrir una o muchas veces, en relación
con deficiencias transitorias o permanentes en la inmunidad
celular. También es posible que la reinfección exógena sea un
hecho frecuente en personas que ya tienen su propria infección
endógena latente [27,109]. En la mayor parte de las ocasiones,
tanto la primoinfección como la reactivación o la reinfección
suelen ser asintomáticas pero también pueden dar lugar a una
enfermedad localizada o sistémica (diseminada) dependiendo del
estado inmunológico del paciente [4]. (Vide mfra)
1.13) - Definición de Infección CMV versus Enfermedad CMV:
La distinción entre la infección por CMV y la enfermedad
por CMV es necesaria para la comprensión de la acción del CMV
en el paciente.
La infección por CMV se define por el aislamiento o por
la identificación del virus en algun producto biológico
II
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(sangre, orina, esputo o heces) o por la serocoversión
(presencia de CMV—IgM en un individuo que era negativo) o por
el aumento en cuatro veces de los títulos de CMV-IgG en el
individuo que era previamente seropositivo (reactivación) en
ausencia de sintomas clínicos [98,209,212].
En contraste, la enfermedad por CMV es definida como la
“invasión” o la infección sintomática con evidencia histológica
de efectos citopáticos virales o de cultivo positivo para CMV
desde espécimes de tejido profundo que explica las
manifestaciones clínicas como: fiebre, artromialgías, disnea,
sintomas gastrointestinales, alteraciones visuales o evidencias
semiológicas objetivas (leucopenia, infiltración pulmonar,
hepatitis,retinitis, enteritis> [9,20,212,224]. Los
especímenes utilizados para el diagnóstico de enfermedad por
CMV pueden ser biopsias pulmonares y hepáticas, punciones
endoscópicas de mucosas, punciones broncoscópicas, lavado
broncoalveolar y líquido cefalorraquideo [20]
La presencia de cultivo positivo en sangre o de
seroconversión en el seno de una infección sintomática es
también considerada por algunos autores como suficiente para
establecer el diagnóstico de enfermedad por CMV [109,212].
La enfermedad diseminada por CMV se define por la
evidencia clínica o de laboratorio de enfermedad en dos o más
órganos no contiguos o de enfermedad localizada en un solo
órgano coincidiendo con el aislamento del virus en la sangre
[212]
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I•E) Patología de la Enfermedad por Citomegalovirus:
A diferencia de otras infecciones, la enfermedad por CMV
es un diagnóstico morfológico y por tanto habitualmente,
depende del patólogo [117]
En el seno de una infección sistémica, el CMV puede
afectar casi cualquier órgano aunque se observa sobre todo en
pulmón, hígado, cerebro, glándulas salivales, pancreas, riñón,
médula ósea y tracto gastrointestinal [224]. Su característica
morfológica más importante es la presencia de inclusión
intranuclear y/o intracitoplasmática en citomegalias [30,31,
86,224] -
Las típicas células gigantes (citomegalias) son dos a
cuatro veces mayores que las células normales circundantes (25-
40 milimicras) . El gran nucleo redondeado (10-15 milimicras)
es frecuentemente excéntrico. La inclusión,en si, mide de 8 a
10 milimicras y también puede estar desplazada presentando un
aspecto de “ojo de lechuza”. Es eosinófila o anfófila, separada
de la membrana nuclear por un halo claro. La membrana nuclear
se caracteriza por una espesa cromatina, a veces formando
agregados en uno de los polos nucleares [86]
Ocasionalmente se pueden observar unas características
inclusiones granulares en el citoplasma. Estas miden de 0,3 a
0,5 milimicras, aparecen como gránulos basófilos poco definidos
y pueden estar entremezclados con vacuolas. Estas inclusiones
son muy importantes en la diferenciación del CMV con otros
virus DNA, particularmente con los virus herpes simple y
varicela zoster [86]
-~ ‘ir
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El infiltrado celular es frecuente pero no siempre se
observa en la proximidad de las citomegalias. El infiltrado
consta de células plasmáticas, linfocitos, macrófagos,
neutrófilos y, en los casos de neonatos, también de elementos
hematopoyéticos [86]
En la historia de la infección tisular por CMV, la
práctica de la patología estuvo utilizando hasta hace poco la
presencia de las citomegalias con inclusión intranuclear tipo
A [36], para establecer el diagnóstico. Actualmente se admite
que existen células infectadas abortivas o latentes en tejido
sin producir la típica citomegalia y que no pueden reconocerse
en secciones tisulares convencionales [86,147]. Es por ello que
se ha hecho necesario utilizar nuevos métodos de diagnóstico
tisular para alcanzar más sensibilidad y especificidad.
I•F> Otros Métodos de Diagnóstico Tisular del Citomegalovirus:
La disponibilidad de antivíricos eficaces para el
tratamiento de las infecciones por CMV ha potenciado la
búsqueda de métodos rápidos de detección vírica que permitan
las máximas celeridad y sensibilidad en la realización del
diagnóstico de laboratorio de esta infección
Entre las técnicas de diagnóstico tisular de infección por
CMV las más utilizadas son las siguientes:
a) Cultivo convencional y detección rápida en viales:
La detección mediante anticuerpos monoclonales dirigidos
rl
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contra los antígenos tempranos y precoces del CMV en cultivos
celulares convencionales se describió en 1983 [72]
observándose una sensibilid al del 70% y una especificidad
cercana al 100% a las 24 horas [73]. Posteriormente,
investigadores de la Clínica Mayo introdujeron una modificación
en esta técnica consitente en incorporar la centrifugación de
baja velocidad durante 40 minutos a las células infectadas con
el espécimen a explorar (método de cultivo en shell vial) [65]
Con dicha técnica se ha comprobado un aumento de la
sensibilidad del diagnóstico, así como una mayor rapidez ya que
pueden observarse focos positivos de fluorescencia a las 16
horas del contacto [144,149].
b> Inmunohistoquímica:
La detección de los antígenos precoces, tempranos y
tardíos del CMV mediante anticuerpos monoclonales o
policlonales y usando la técnica de inmunoperoxidasa en tejido
ha demostrado ser un método diagnóstico rápido y sensible en
pacientes inmunosuprimidos [98,147,148,150,168,175226]
Además, la localización de estos antígenos a nivel celular y
subcelular revela informaciones sobre el estado de la
transcripción y de la replicación viral [217]
La técnica de inmunohistoquimica, con el objetivo de
detectar cualquier tipo de antígenos, viene desarrollándose
desde los años setenta [93] Está basada en la posibilidad de
unir químicamente un anticuerpo a algún enzima. Los anticuerpos
necesarios para la aplicación de esta técnica se obtienen por
— 1
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medio de los hibridomas. El enzima más utilizado es la
peroxidasa [93]
Existe una técnica directa: aplicación directa del
anticuerpo contra el antígeno que se sospecha presente en el
tejido explorado, marcado con peroxidasa, seguido de la
aplicación de la diaminobencidina como revelador de la
peroxidasa. Actualmente, la técnica más habitual consiste en
un método indirecto: un complejo peroxidasa-antiperoxidasa
(PAP) con un anticuerpo puente. Este último provoca un efecto
multiplicador, de tal manera que se puede lograr buenas
imágenes a concentraciones bajas. Esta técnica presenta por
tanto una gran sensibilidad para objetivar mínimas cantidades
de los antígenos explorados. La aplicación de la
diaminobencidina produce un color marrón al ser oxidada en las
áreas donde se ha fijado previamente el complejo PAP, y por
tanto donde existe el antígeno problema.
Con similar fundamento a la técnica de PAP se han
inventado últimamente otras técnicas que utilizan otros
complejos enzimáticos. Entre ellas los más utilizado son
aquellos con avidina-biotina que también son utiles para la
detección del CMV [93]
c) Hibridación in situ:
La comercialización de reactivos para la detección del
genoma del CMV en tejido por hibridación (ENZO, PathoGene),
permitió una expansión progresiva de este método entre los
laboratorios clínicos y anatomopatológicos.
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El método de hibridación del DNA utiliza las propiedades
físicas y químicas fundamentales de la moléculas de DNA para
detectar e identificar secuencias específicas de este DNA y por
tanto también de organismos específicos. El DNA de la mayoría
de los organismos y de los virus, incluido el CMV, es de doble
cadena, es decir esta compuesto de dos cadenas complementarias.
Cuando estos pares de cadenas se calientan se separan
(desnaturalización), para formar dos cadenas aisladas. En
condiciones apropiadas las cadenas complementarias separadas
pueden reunirse para volver a formar una molécula de DNA
completa. Este último proceso es denominado hibridación. La
hibridación de cadenas complementarias de DNA es un proceso
extremadamente fiable. Si las cadenas de DNA no son
complementarias no se uniran entre si. Además, la presencia de
cualquier DNA no relacionado no afectará el proceso de
hibridación si no muestran complementaridad.
La hibridación con una sonda de DNA puede detectar e
identificar secuencias específicas de ese DNA. Una sonda de DNA
es un segmento de ese DNA que es específico y complementario
de el DNA del organismo o del virus que tiene que ser detectado
o identificado. Los procederes para la hibridación de una sonda
de DNA con el DNA diana comprenden tres pasos:
1) desnaturalización de la sonda de DNA y del DNA de la
muestra,
2) hibridación de la sonda con el DNA del espécimen y
3) medida de la cantidad de hibridación entre el DNA de la
sonda y el DNA del espécimen, o bien demostración de su
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presencia si se trata de un tejido en corte histológico
(=HIBRIDACION IN SITU) [1.7,71].
La cantidad de DNA o la demostración de la positividad de
DNA hibridado está directamente relacionada con la
complementaridad de ambas cadenas <sonda y agente viral) • Si
no hay DNA complementario (viral) en el tejido explorado, la
sonda de DNA no se hibridará. Para la hibridación in situ es
necesario usar sonda de DNA marcada <ej: biotinada) , que al
introducirse en la célula e hibridarse con el agente permita
revelar (hacer visible) si está presente ese determinado
fragmento del DNA buscado en el tejido explorado. Los tipos de
marcadores más utilizados son los isótopos radioactivos, la
digoxigenina, los grupos fluorescentes y la biotina. Esta
última, actualmente más utilizada, es una vitamina facilmente
detectable por su capacidad de unirse con la avidina.
Coincidentemente es también la base de los sistemas de marcaje
empleado en inmunohistoquimica (vease mfra) • La ventaja del
empleo de la biotina sobre el uso de los isótopos es que se
evita el peligro de radiación y además el marcaje es
permanente
La hibridación cuando aplicada sobre el DNA presente en
corte histológico (in situ) , permite el estudio simultáneo de
la morfología de la célula y la localización del DNA hibridado.
d> Reacción en cadena de la polimerasa (PCR):
La POR es una técnica muy sensible que es de gran valor
demostrativo en la identificación de muchas infecciones virales
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[40,141]. Esta técnica cumple un papel diagnóstico para el CMV
en sangre o/y orina ya bien valorado en varias situaciones de
inmunosupresión, incluso en pacientes trasplantados hepáticos
[24,26,40,43,153]. Todavía, su aplicación en tejido hepático
no ha sido definitivamennte evaluada y documentada en la
literatura [15,169].
La reacción en cadena de la polimerasa es también una
técnica de hibridación. Previamente a los pasos anteriormente
descritos utiliza una amplificación de diferentes regiones
genómicas por medio de la polimerasa que dispara (multiplica)
una reacción en cadena aumentando la disponibilidad de
elementos. Para el CMV se utiliza una DNA polimerasa
termoestable en una reacción automatizada in vitro mediante un
aparato de ciclos térmicos (DNA thermel-cycles, Perkin Elmer)
[40,52,153,214].
I.G> Categorías Clinicopatológicas y Demográficas de la
Infección por Citomegalovirus:
La presentación demográfica de la infección por CMV es
variada. De una forma general podemos separar la patología
infecciosa ocasionada por CMV en 3 categorias basadas en los
diferentes grupos de población a los que afecta: 10 Infección
congénita y perinatal, 20 Infección en huespedes sanos y 30
Infección en pacientes inmunodeprimidos.
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INTROD(JCCION - 19
a) Infección Congénita y Perinatal:
La infección por CMV es frecuente en los recien nacidos y
en los lactantes hasta el primer año, alcansando una ocurrencia
entre los 0,4% y los 2,2% [200].
Cuando la infección es detectada durante el embarazo (en
el útero) o en el parto es llamada infección congénita o
neonatal, y se define infección perinatal cuando el virus no
es aislado durante el nacimiento y sí dentro de los primeros
meses de vida [87]
El más fiable método diagnóstico de las infecciones
congénita y perinatal es el aislamento del virus por cultivo,
habitualmente en muestra de orina o en frotis faringeo. La
viruria demostrada en el nacimiento es suficiente para
determinar una infección congénita. Cuando la primera detección
del virus ocurre entre la tercera y quinta semana trás el
nacimiento indica una infección perinatal si el virus no ha
sido aislado al nacimiento [87]. El diagnóstico serológico es
dudoso en recién nacidos y lactantes por la imposibilidad de
distinguir especificamente los anticuerpos transferidos por la
madre [87]. El test de IFA (Inmunofluorescencia) para
demostración de anticuerpos tempranos ha sido propuesto con el
objetivo de determinar el diagnóstico por serología de las
infecciones congénitas y perinatales, pero su eficacia no ha
sido totalmente comprobada (199]
La mayoría de las infecciones son asintomáticas y en torno
de 7,5% de los niños presentan sintomatología [143]. Entre
éstos existen las formas localizadas y las formas diseminadas.
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INTRODUCCION - 20
La forma localizada con afectación de un único órgano suele ser
un hallazgo de autopsia. La enfermedad diseminada es severa y
de evolución fulminante. Si la infección es precoz puede
provocar abortos o bien ocasiona partos prematuros o niños
nacidos muertos. Cursa con púrpura trombocitopénica, anemia
hemolítica, pneumonitis, ictericia, hepatoesplenomegalia y
calcificaciones cerebrales. La muerte suele producirse por
insuficiencia hepática aguda, insuficiencia respiratoria,
fracaso renal y fenómenos hemorrágicos. En algunos casos de
supervivencia el niño puede quedar con sequelas de una lesión
cerebral: corioretinitis, microcefalia y oligofrenia [3,87,143,
202,232]
Que la infección sea sintomática o no puede depender de
la serología de la madre. Las madres seroposivas o
seronegativas pueden igualmente tener hijos con infección
congénita, sin embargo los recién nacidos de madres
seronegativas, que posteriormente adquieriron una infección
primaria, son más frecuentemente sintomáticos [201,202].
El 5-20% de las infecciones asintomáticas pueden
desarrollar manifestaciones tardías durante la primera y
segunda infancia. Pueden consistir en disfunción neuromuscular,
lesión auditiva progresiva y deficiencias escolares
condicionadas por un deterioro variable del coeficiente
intelectual [219]
b) Infección en Huésped Sano:
El CMV puede infectar espontaneamente al huésped sano en
—
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forma de mononucleosis con o sin afectación de múltiples
órganos, tales como: corazón, pulmón, sangre, hígado, piel,
tracto gastrointestinal y sistema nervioso central [12,61,92,
232]
Cohen [29] (1985) revisé 62 pacientes de la literatura con
la forma espontanea de la infección por CMV, para caracterizar
mejor ese síndrome, y añadió 10 casos propios. En esta revisión
consideró como huésped sano todo aquel que no tenía
antecedentes de transfusiones recientes, de terapéuticas con
drogas inmunosupresoras, que carecía de patologías
predisponentes como neoplasias, insuficiencia renal crónica,
infecciones concomitantes, malnutrición <entre las enfermedades
que producen inmunodepresión) y que no estaba incluido en un
grupo de alto riesgo para el VIH.
El síndrome mononucleósico fue la forma de presentación
más frecuente de la infección. Tipicamente se inició con un
cuadro febril y de malestar general con disfagia, cefalea y
manchas cutáneas. La existencia de adenopatías y de
hepatoesplenomegalia es frecuente. Los datos de laboratorio
aportan una linfocitosis con presencia de linfocitos atípicos
(88* de los casos) y un aumento moderado de las transaminasas
<90% de los casos) [29]
La infección por CMV puede simular la infección
mononucleósica provocada por el virus de Epstein-Haar <VEB),
aunque son varios los aspectos que pueden diferenciarlas como:
edad <los pacientes se afectán más tardíamente por el CMV que
por el EBV>, fiebre (ocurre durante un periodo más largo en la
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infección por CMV), faringitis y adenopatías (son menos
frecuentes en el CMV) . La evolución y el pronóstico son
habitualmente favorables y no requieren ninguna terapéutica
específica [29]
Los métodos diagnósticos más fiables y específicos son el
cultivo en sangre, la biopsia y la elevación sérica por 4 veces
de los títulos de anticuerpos antiCMV [29]
La biopsia hepática puede demostrar alteraciones
inespecíficas sin necrosis, hepatitis aguda con necrosis y
hepatitis granulomatosa. Esta última habitualmente está
acompañada de linfocitosis con linfocitos atípicos, además del
aumento sérico de las transaminasas, fosfatasa alcalina y
bilirrubina. Aunque se hayan observado células gigantes
(granulomas) en tejido hepático no ha sido reportada la
evidencia de cuerpos de inclusión. Es de notar que también se
han observado granulomas en la mononucleosis por VEE [29]
c) Infección en pacientes inmunosuprimidos:
La enfermedad por CMV constituye una causa importante de
morbilidad y mortalidad en el paciente inmunosuprimido. Todas
las circunstancias que ocasionan un inmunodéficit celular T
condicionan una mayor susceptibilidad para padecer la gran
variedad de síndromes clínicos causadas por el CMV. Es evidente
que la enfermedad por CMV puede poner en peligro la vida del
paciente inmunodeprimido ocasionando una enfermedad grave,
incluso en ausencia de otros agentes patógenos. La expresión
clínica puede depender de la severidad de la patología base
—II ——
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causante del estado más o menos inmunodeficiente del huésped.
A menudo la infección por CMV será una complicación en el seno
de una situación terminal.
Las situaciones de inmunosupresión adquirida más comunes
son tres [219] pacientes con neoplasias en tratamiento con
inmunosupresores, enfermos con infección por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIII) y receptores de órganos
trasplantados.
Diversos estudios anatomopatológicos en pacientes
neoplásicos [37,51,88] han demostrado que la infección
diseminada por CMV es más frecuente en pacientes con neoplasias
hematológicas y en aquellos que reciben tratamiento
quimioterápico. En estas dos situaciones parece que el factor
determinante es la depresión central del sistema reticulo-
endotelial (219]
Más del 90% de los pacientes con sLndrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA> sufren una infección por CMV
[45,46] y existe evidencia morfológica de infección diseminada
en más de 60% de los casos autopsiados [112]. La retinitis es
la manifestación clínica más común y cursa con pérdida de
visión o escotomas y con hallazgos característicos en fondo de
ojo, coincidentes con el aislamento de CMV en orina y/o en
sangre [4,19,45,46] • Esta retinitis por CMV suele
diagnosticarse en estadios tempranos de la enfermedad, a
diferencia de las otras manifestaciones de la infección por CMV
[4]. La afección del tracto gastrointestinal es también
frecuente manifestandose en forma de colitis, de gastritis o
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de esofagitis y cursando con dolor abdominal y/o diarreas y/o
disfagia. En ocasiones, pueden sumarse complicaciones, como
hemorragia digestiva o perforación cólica, que pueden producir
la muerte del paciente. Otras manifestaciones de la infección
por CMV en enfermos con SIDA son la adrenalitis, la encefalitis
y la hepatitis, aunque son de menor relevancia clínica [183]
La infección por CMV se presenta en un número importante
de pacientes sometidos a trasplante de órganos (riñon,higado,
corazón, pulmón y medula ósea), bien en forma de infección
primaria, de reactivación de infección latente o de reinfección
por una nueva cepa en un paciente anteriormente infectado por
otra [47,76,89,123,126,142,172,173,222]. El órgano donante es
la fuente más importante de transmisión del CMV [4,27,70,187]
tanto en individuos seropositivos como en los seronegativos.
Ello ha sugerido que la infección primaria podría ser evitada
si se utilizaran órganos de donantes seronegativos, pero ello
supone una gran dificultad por la elevada seroprevalencia de
la infección en la población general [4,60,97,109]
Clínicamente la infección por CMV en trasplantados puede
cursar como: 1) un síndrome mononucleósico febril similar al
observado en individuos inmunocompetentes con leucopenia,
linfocitos atípicos y trombopenia, o bien 2) un cuadro
localizado (neumonitis, hepatitis, colitis, etc) ,o por último
3) un cuadro grave de afección multiorgánica (enfermedad
diseminada) que puede causar la muerte del paciente,
generalmente dentro de las 8 semanas posteriores al trasplante
[4]
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De modo general la morbilidad en los trasplantados depende
también de otros dos factores, el grado de inmunosupresión y
el tipo de órgano trasplantado [4]. Los pacientes con pautas
de inmunosupresión que incluyen globulina antitimocitica o
anticuerpos monoclonales anti-OKT3 tienen un riesgo superior
de infección por CMV y de mortalidad relacionada con la misma
[109,148,187,228]. Asimismo, los receptores de trasplante de
medula ósea e hígado tienen una mayor incidencia que los
receptores de injertos renales [4]
Combinando esos factores podrían resumirse como aspectos
más importantes que: a) la neumonitis intersticial por CMV es
especialmente frecuente en trasplantados de medula ósea,
corazón y corazón-pulmón, observándose una clínica más grave
en los pacientes con infección primaria [68,69,123,189,233];
b) los receptores de trasplante hepático padecen a menudo
enfermedad sintomática por CMV, con especial afección del
órgano trasplantado en forma de hepatitis o bien en forma
diseminada [104,109,187]; 3> un importante efecto indirecto de
la infección por CMV es un incremento notable de las
infecciones graves por hongos, bacterias y parásitos
[48,68,148]
I•H) Tratamiento de la Infección por Citomegalovirus:
Después de varios años de ensayos con diversos antivíricos
(foscarnet y aciclovir) un derivado de la guanina, el
glanciclovir (9- [1,3-dihydroxy-2-propoxymethil>, presentó una
acción virostática potente “in vitro” frente al CMV y, hasta
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determinado punto también “in vivo”, lo que justificó su empleo
en los pacientes graves. Se está utilizando con éxito moderado
en las infecciones gastrointestinales y oculares por CNIV. Su
efecto beneficioso es más dudoso en las neumonías
intersticiales [10]• En los últimos años se ha generalizado el
uso de ganciclovir para el tratamiento de las infecciones
graves por CMV en grupo de pacientes trasplantados y los
resultados han sido aparentemente buenos [l0,49,80109,l10,120,
145,179,184,207]
Los mayores inconvenientes del ganciclovir son: a) que al
ser virostático, al cabo de unas semanas de interrupir el
tratamiento, el CMV puede reactivarse, y b> que puede producir
neutropenia importante [20]. A pesar de estos dos problemas,
mientras no aparezca otro fármaco mejor, su uso está
justificado al menos en pacientes con grave riesgo En los
pacientes con inmunosupresión se suelen reducir las dosis
terapeúticas en los casos de infección sintomática por CMV
hasta conseguir que desaparezca el cuadro infeccioso. Por otra
parte, en los pacientes trasplantados, la reducción de los
fármacos inmunosupresores pueden llevar a la indeseada
consecuencia de activar el posible rechazo. Así, la
disponibilidad del glancicovir permitió mantener una
dosificación inmunosupresora convencional que significó, en la
práctica, una ventaja suplementaria del tratamiento de estos
pacientes [109]
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II - EL TRASPLAIITE HEPATICO (TxH>:
II.A) Historia y Estado Actual del. TxH:
El primer Trasplante Hepático en el ser humano fue
realizado en Estados Unidos por el Dr. T.E.Starzl en 1963 [203]
abriendo un nuevo camino en el tratamiento de las enfermedades
hepáticas irreversibles [55,128,129,170,204,205,225,237]. Sin
embargo, los malos resultados obtenidos inicialmente hicieron
que esta técnica se aplicara en muy pocos casos y que a lo
largo de los primeros 20 años el TxH fuera considerado un
procedimento en fase de investigación más que como una
auténtica alternativa terapéutica [167]. Estos malos resultados
iniciales se debían fundamentalmente a dos causas: 10) la
selección de los pacientes: durante esos años la técnica estaba
basicamente reservada para enfermos terminales afectos
generalmente de hepatocarcinoma y de cirrosis complicada, y 20>
el tipo de tratamiento inmunosupresor utilizado: La
inmunosupresión para que sea efectiva debe conseguir un nivel
de tolerancia inmunológica lo suficientemente eficaz como para
prevenir y controlar el rechazo del injerto y lo
suficientemente selectiva como para evitar la instauración de
complicaciones tales como infecciones agudas y letales. Durante
esos primeros años el régimen inmunosupresor consistía
únicamente en azatioprina y prednisona. Con estos tratamientos
los pacientes fallecían a consecuencia de fallo en la
cicatrización de las heridas y de las severas infecciones
agudas resultantes de la disfunción granulocítica provocada en
iii TI
— — —II — II
INTRODUCCION - 26
el sistema inmune por estos fármacos [236]
Con la aparición de la ciclosporina A en el campo de la
inmunosupresión, las expectativas de evolución de los pacientes
trasplantados han cambiado mucho [21]. La ciclosporina, potente
agente inmunosupresor, no condiciona las complicaciones
anteriomente observadas A partir de la confirmación de los
efectos beneficiosos de esta nueva droga, se estableció la
triple terapia (azatioprina,prednisona y ciclosporina) . Esto
permitió un mejor control en la prevención y en el manejo del
rechazo y un consecuente incremento del porcentaje de
supervivencia al año de seguimiento del paciente trasplantado
hepático <pasando del anterior 30% a más del 70%) [236]
El uso de la ciclosporina, unida a los avances notables
en la técnica quirúrgica (empleo del bypass venoso-venoso) , y
un notable cambio de mentalidad en relación a las indicaciones
del trasplante han condicionado que se consolido como una
alternativa terapéutica real para muchas enfermedades hepáticas
terminales [109,167]. Así, a partir de la última década, el TxH
se practicó en un número cada vez mayor de pacientes y por un
número creciente de centros en Estados Unidos y en Europa con
unos resultados cada vez mejores [114]
En España, a partir de 1984, año en que se realizó el
primer TxH en el Hospital de Bellvitge de Barcelona [116], han
ido proliferando los programas de trasplante de hígado de forma
que en la actualidad existen 13 centros que los realizan con
una actividad gradualmente creciente [130] . Así, mientras que
en 1989 se efectuaron 169 TxH en, en 1991 se ha llegado a la
II 1
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cifra de 407 (datos de la Organización Nacional de Trasplantes>
[109]
En la actualidad, la serie de TxH del Hospital “12 de
Octubre” de Madrid es la más amplia de las existentes en
España. Desde el inicio del programa en 1986 hasta el momento
actual, el Servicio de Cirugía Digestiva II (Prof .Dr. E.Moreno
González) ha efectuado un total de 345 TxH a 282 pacientes Los
resultados en cuanto a escasa morbi-mortalidad han sido hasta
el momento excelentes, con una supervivencia actuarial al año
post-TxH del 74,6% y a los 3 años del 62,2% [130]
El tipo de TxH utilizado en la práctica totalidad de los
realizados en los últimos tiempos ha sido el trasplante
ortotópico. Tal acto quirúrgico consiste en la exéresis del
hígado enfermo seguida de la colocación, en el mismo lugar
anatómico, de un hígado sano procedente de un donante de
órganos [128]. Aunque el TxH puede ser considerado
preferentemente como una técnica quirúrgica, es importante
señalar que en este procedimiento terapéutico existen otros
aspectos no estrictamente quirúrgicos (como la selección de los
pacientes candidatos a ser trasplantados, la obtención de
donantes adecuados de órganos, los cuidados clínicos del
periodo postoperatorio y el control del estado del injerto por
biopsias hepáticas) que son tan importantes como la propia
intervención quirúrgica en relación a los resultados finales
[167]
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II.B) Selección (Indicaciones y Contraindicaciones) de los
Candidatos para el TxH:
La seleción de candidatos para TxH es dificil y
relativamente imprecisa. Ello es debido a que los critérios de
selección de los pacientes han variado, generalmente aumentando
en amplitud y modulándose en uniformidad a medida que se han
ido incrementando los conocimientos y la experiencia en este
procedimiento terapéutico (113) . Dicha selección debe tener dos
objetivos principales: a> incluir aquellos pacientes que se
beneficien realmente del trasplante, y b) excluir aquellos
otros en los que la expectativa de éxito sea muy escasa [167]
En términos generales, cualquier enfermedad hepatobiliar
progresiva, mortal e intratable por medios convencionales
constituye una indicación de trasplante hepático. Así,
actualmente, casi ante cualquier paciente con evidencia de
hepatopatía terminal se considera la posibilidad de realizarle
un TXH como medida terapéutica [90,91,167].
En la actualidad, las indicaciones de TxH se dividen en
4 grandes grupos [113]
a> Hepatopatías crónicas severas e irreversibles, que incluyen
las de origen colestático, hepatocelular <especialmente la
cirrosis posthepatítica y la etílica) y vascular <ej..
Síndrome de Budd-Chiari),
b) Fallo hepático fulminante,
c) Neoplasias hepáticas malignas irresecables pero confinadas
al hígado, y
d) Enfermedades metabólicas
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Una vez se ha establecido que un paciente presenta una de
las hepatopatías susceptibles de ser tratadas mediante TxH, hay
que precisar el momento idóneo para realización de esta
técnica. En este sentido existe un aforismo, compartido por
todos los grupos de TxH, que dice que el trasplante debe
efectuarse “ni demasiado pronto, ni demasiado tarde”: cuando
la enfermedad del paciente está lo suficientemente avanzada
para que su riesgo espontáneo sea claramente superior al del
propio trasplante, pero sin llegar a estar tan avanzada que
impida la práctica de la intervención quirúrgica agresiva que
es el TxH [134]
Tras objetivar que existe una enfermedad hepática que está
entre las indicaciones es imprescindible realizar una cuidadosa
evaluación para determinar si existen otros factores
(intecciones, fallos de otros sistemas, etc) que constituyan
contraindicación para el trasplante. En función de los mejores
resultados obtenidos en la práctica actual, la lista de
contraindicaciones también se ha ido modificando. En este
momento unícamente pueden consíderarse contraindicaciones
absolutas la edad avanzada,la presencia de sepsis, las
metástasis hepatobiliares, la enfermedad cardiorespiratoria
severa y la infección por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIII) [55,62].
11.0> Donantes de Organos:
Hoy en día la escasez de donantes es el principal
obstáculo para el trasplante de hígado [escandinava y otros]
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En la mayoría de los centros, la selección y la clasificación
de los candidatos a TxH la realiza un comité médico
interdisciplinario. Los pacientes aceptados para TxH se
incluyen en una lista de espera” de los donantes de órganos.
En ella existen unos criterios de prioridad bien definidos
(fallos agudos, infancia, compatibilidad ABO,etc) [113]. La
urgencia del trasplante está fundamentalmente determinada por
el grado de descompensación hepática y por las expectativas de
supervivencia a corto plazo [113]
Para establecer entre los donantes de órganos si el hígado
es trasplantable se han de reunir una serie de características:
a) edad inferior a 50 años, b) muerte cerebral bien
documentada, c) ausencia de enfermedades transmisibles, y d)
normalidad hepática anatómica y funcional del hígado [167]. En
relación con la edad, la cifra en años puede ser más alta en
determinados casos, ya que existe controversia en cuanto a que
ésta afecte la función del injerto trasplantado, considerada
aisladamente y dentro de unas margens [66]
Los tipos de compatibilidad requerida entre el donante
y el receptor son escasos. Sin embargo, es conveniente una
cierta homogeneidad de peso y de talla entre donante y
receptor. Particularmente en los niños pequeños, este problema
se ha resuelto mediante la implantación de un lóbulo o de un
segmento hepático. Otro requisito generalmente exigible es la
compatibilidad de grupo sanguíneo ABO, aunque este criterio
puede no ser tenido en cuenta en caso de un fallo fulminante.
Al contrario de lo que ocurre con el trasplantes de otros
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órganos, en el TxH no se considera relevante la compatibilidad
del sistema HLA entre donante y receptor, ya que no existen
pruebas concluyentes de que el grado de compatibilidad HIJA
tenga una influencia decisiva en la supervivencia post-TxH
[167]
11.13) - Utilidad de la Histopatología en el TxH:
El patólogo, al asumir su participación en un programa de
trasplante hepático, se ve implicado en las siguientes
actividades hospitalarias [33]
10> Protocolización: Es precisa la sistematización prospectiva
de los datos morfológicos orientada a la obtención de
experiencia y al diseño de futuros trabajos de revisión e
investigación. Un modelo de protocolización recomendable
incluye estudios histopatológicos sistematizados del a> hígado
nativo y b) injerto hepático, tras su revascularización
(biopsia de tiempo “0”) , a la l0~20 semana potrasplante, en los
episodios de disfunción del injerto, y anualmente.
2~> Selección de pacientes: Es exigible que exista diagnóstico
biópsico de la hepatopatía crónica terminal del paciente
propuesto previamente al TxH. En algunos hospitales se pratica
la biopsia de selección del paciente incluso en las hepatitis
fulminante, obteniéndola por vía transyugular. Respecto a la
biopsia preoperatoria del órgano donante <realizada antes de
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su implantación, en el momento de su “recolecta”) habitualmente
no se incluye en los protocolos de los equipos dedicados a esta
actividad debido a que la permanente disponibilidad del
patólogo no viene compensada por la información obtenida en el
estudio del tejido congelado Por tanto, la viabilidad del
hígado donante depende generalmente del juicio macroscópico que
realiza el cirujano al resecarlo.
30) Diagnóstico de la distinción del injerto hepático: El sín-
drome de disfunción del injerto hepático viene definido como
la alteración clínica o bioquímica en la función hepática de
grado moderado o severo mantenida durante más de 48 horas. Las
causas que producen distinción del hígado trasplantado suelen
ser de suficiente especificidad, por lo que se precisa la
colaboración de la histopatología para su diagnóstico. La
mayor, aunque no la única, aportación de la biopsia es el
diagnóstico del rechazo [22,204], cuya evidencia morfológica
exige reconsiderar la intensidad del tratamiento
inmunosupresor
40> Control de calidad del programa: Los índices de
supervivencia postrasplante y el grado de calidad de vida son
los métodos adecuados para valorar el grado de éxito de un
programa de trasplante hepático. Al patólogo le corresponde
tabular las causas morfológicas del fallo del injerto para
descubrir desviaciones de los criterios de indicación,
oportunidad de variaciones en el tratamiento inmunosupresor e
- 7V
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idoneidad de las técnicas quirúrgicas. El estudio de las piezas
hepáticas, obtenidas tras autopsia o tras hepatectomía del
injerto en los retrasplantes debe ser reglado. Es recomendable
un corte seriado del hilio, donde las lesiones secundarias a
complicaciones quirúrgicas y a rechazo crónico son más
objetivables
50> Nuevas técnicas histológicas: El apoyo que la
histopatología moderna puede añadir a la terapeútica
trasplantadora es también en investigación. Las técnicas
inmunopatológicas y la biología molecular tienen su aplicación
en la morfología microscópica y como herramientas pueden
emplearse en las anteriores utilidades y en en el camino de la
investigación clínica. Inmunohistoquimica e hibridación in situ
<vide mfra) son ahora y aquí métodos para controlar el curso
clínico del trasplante y aportaciones novedosas al conocimiento
biológico
Junto a las actividades anteriormente mencionadas, la
participación del patólogo en un programa de TxH tiene otra
vertiente adicional: la de intentar identificar y definir
cuales son las causas y mecanismos responsables de los
distintos tipos de hepatopatías establecidos en el injerto
hepático [225]
La obtención protocolizada de biopsias hepáticas sucesivas
y piezas de hepatectomia del injerto (obtenidas por
retrasplante o estudio autópsico> proporciona un amplio y rico
material que permite estudiar de forma secuencial el curso de
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las enfermedades en él desarrolladas. La posibilidad de poder
realizar sobre dicho material, en concomitancia con el
convencional estudio morfológico óptico, pruebas
complementarias como ultraestructura, inmunohistoquimica,
hibridación in situ y técnica de reacción en cadena de la
polimerasa, ofrece la oportunidad de identificar determinadas
estructuras celulares y virales a las que la histopatología
convencional no tiene acceso. El ulterior análisis comparativo
entre los cambios morfológicos presentes en el injerto y los
datos obtenidos con las pruebas complementarias puede ayudar
a comprender y definir algunas de las características de las
hepatopatías establecidas
Por conseguiente, es también misión del patólogo el
intentar, en colaboración con los restantes servicios
pertenecientes al programa de TxH, establecer mejores
definiciones de algunas enfermedades hepáticas [225]
II.E> - Principales Complicaciones del TxH:
El periodo postoperatorio inmediato o intrahospitalario,
de unas 6 semanas de duración como promedio, suele estar
acompañado por numerosas complicaciones de muy diversa indole.
Trás el alta, los pacientes también pueden presentar
complicaciones en cualquier momento, pero éstas son tanto menos
frecuentes cuanto más tiempo transcurre desde el trasplante
[167]
Entre las principales causas de pérdida del injerto
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durante la primera semana está el fallo primario, que consiste
en la ausencia de funcionamento del hígado trasplantado. El
retrasplante urgente es la única opción terapéutica válida para
esta grave complicación
También en estas fechas postrasplante pueden ocurrir
complicaciones en la perfusión hemática. Aunque en cualquiera
de las anastomosis vasculares pueden ocurrir complicaciones,
la más grave es la trombosis de la artería hepática. Esta
complicación vascular, más frecuente en niños que en adultos,
puede condicionar insuficiencia hepática grave que puede
motivar un retrasplante.
Las más frecuentes complicaciones biliares (algo más
tardías> son las fugas o fístulas y las estenosis en la
anastomosis de la vía biliar. Otros problemas biliares, menos
habituales, son la colangitis y la coledocolitiasis.
El rechazo es la más frecuente complicación de los
pacientes trasplantados hepáticos. Clásicamente el rechazo del
hígado trasplantado se divide en agudo y crónico, pero son
mejores denominaciones la de rechazo celular y rechazo
ductopénico (respectivamente) [234]
La incidencia de rechazo celular (agudo) entre los
pacientes con TxH se sitúa alrededor del 70% [1]. La mayoría
se producen durante las primeras dos semanas, pero pueden
iniciarse ya en el plazo de unos pocos días postrasplante. Las
variables bioquímicas de función hepática aumentan en el
rechazo celular, sin embargo, son de poco valor diagnóstico,
ya que se ve una activación similar en las colestasis, las
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colangitis, la toxicidad por drogas y en muchos otros estados
de insuficiencia hepática [91]. Sólo puede llegarse a un
diagnóstico exacto de rechazo celular a traves de la biopsia
hepática con evidencia de los cambios histológicos
característicos (infiltrado celular portal mixto, lesión ductal
y endotelitis) [30,31]. En la mayoría de casos, el rechazo
celular es un proceso controlable con tratamiento adecuado, el
cual consiste generalmente en la administración de
glucocorticoides a dosis elevadas y/o de anticuerpos
antilinfocitarios, especialmente monoclonales de tipo ORT3 [1]
El rechazo ductopénico <crónico) puede presentarse en
cualquier momento del postoperatorio <incluso antes de los 3
meses post-TxH) y puede, en la mayoría de los casos, estar
precedido por episodios de rechazo celular. La alteración
bioquímica predominante es una colestasis. El cuadro
histológico se caracteriza por lesiones de ductos (ductopenia
del 50% y cambios epiteliales), una endoarteriopatia
fibroobliterativa con o sin macrófagos espumosos, colestasis
y atrofia centrolobulillar [31]. El único tratamiento del
rechazo ductopénico y vasculopático que cursa con intensas
alteraciones clínicas y biológicas es el retrasplante [167]
Las infecciones son uno de los problemas más frecuentes
de los pacientes con TxH y, en general, están relacionados con
la inmunosupresión, con la intervención quirúrgica o con las
maniobras invasivas acompañantes. La mayoría de los
microorganismos responsables de la infección postoperatoria en
el trasplante hepático son bacterias <especialmente bacilos
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gram negativos y estafilococos), aunque un número notable de
infecciones son causadas por hongos (aspergillus fumigatus y
candida sp), por virus del grupo herpes (citomegalovirus y
herpes simples) y por parásitos (Toxoplasma y Pneumoystis
carinii> . Las infecciones constituyen la principal causa de
mortalidad en los pacientes con TxH [110,167]-
Son posibles las recidivas de patología tumoral en el
injerto cuando la resección del hígado nativo ha sido indicada
en pacientes con hepatocarcinoma u otro tumor hepático maligno
o el análisis morfológico los ha descubierto trás su reseccion.
En el periodo posterior a los 100 primeros días es más
frecuente que se plantee si la disfunción hepática se debe a
una recidiva de enfermedad vírica <hepatitis> previa. Los virus
de la hepatitis E, ID y O pueden originar en el injerto todos
los cuadros morfológicos que son capaces de causar en el hígado
no trasplantado. También se ha referido casos de recidiva de
cirrosis biliar primaria [30,31].
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III. EL CITOMEGALOVIRUS EN RECEPTORES DE TXH
III.A> La infección viral oportunista:
La disfunción hepática, entendida como una elevación de
la tasas séricas de bilirrubina y/o de enzimas hepáticos
durante más de cuarenta y ocho horas, es inespecífica en el
paciente trasplantado hepático. Es decir, puede ser debida a
múltiples etiologías: ataque inmune (rechazos), infecciones,
complicaciones técnicas (patología biliar y vascular>,
toxicidad medicamentosa, recurrencias, etc [30,31,42,62,235].
El rechazo y la infección son dos de las más frecuentes
etiologías de la disfunción hepática y son consideradas las dos
barreras más importantes interpuestas al éxito de un
trasplante. Son además dos procesos íntimamente ligados: el
rechazo por si mismo puede producir la reactivación y la
potenciación de ciertas infecciones (sobre todo las de origen
viral) y, por otro lado, el incremento del tratamiento
inmunosupresor para controlar dicho rechazo es un factor
potenciador del desarrollo de infecciones [173]. Así, el
diagnóstico de ambas complicaciones debe ser lo más específico
posible porque condiciona conductas terapéuticas distintas.
La biopsia debe determinar la existencia de los episodios
y de los tipos de rechazo y puede ser de importancia en el
diagnóstico de las infecciones oportunistas. Los respectivos
cuadros microscópicos que permiten esta labor se han
caracterizado en los últimos años [30,31,62.64,147,164,l9l]
Las infecciones oportunistas del paciente trasplantado
II
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hepático pueden ser por bacterias, hongos y virus [23,34,98,
110,229]. Los agentes infecciosos pueden tener varios origenes
para acceder al huesped susceptible: organismos endógenos
procedentes del mismo receptor, patógenos transmitidos por el
órgano trasplantado o por productos sanguíneos administrados
durante la cirugía, y por último, organismos presentes en el
agua, el aire y los alimentos con los que el paciente
trasplantado se pondrá en contacto trás el trasplante [109]
A finalizar el primer mes postoperatorio el paciente entra
en el periodo de máxima inmunosupresión y de mayor riesgo de
padecer infecciones por agentes “oportunistas”. En general las
bacterias convencionales dejan de ser importantes según nos
vamos alejando del momento del trasplante y las “virasis
oportunistas” adquieren un papel relevante [110]
Las infecciones virales también pueden ser detectadas por
biopsia hepática [195). Cuatro virasis oportunistas presentan
los mayores problemas clínicos en los pacientes trasplantados:
citomegalovirus <CMV) [18,38,192], virus del herpes simple
<HSV) [79,105], virus de Epstein-Earr <EEV) [16,108,115,165]
y adenovirus [102,180]
III.B) Infección y Hepatitis por CMV en Tx¿H:
El CMV es el virus oportunista más frecuentemente
diagnosticado en los pacientes trasplantados hepáticos. La
infección por CMV es ya peligrosa por si misma, pero el virus
parece además desempeñar un importante papel como potenciador
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de la inmunosupresión y de la inducción de determinadas formas
de rechazo por mecanismos no totalmente aclarados [109,137].
Existen tres posibles orígenes de la infección por CMV en
el paciente trasplantado: 10) el órgano donante 20) la sangre
transfundida y 30) la reactivación de virus endógenos [98] La
infección activa puede ser primaria <primoinfección) cuando se
demuestra CMV en un paciente que antes del trasplante
presentaba anticuerpos anti-CMV negativos, puede ser
reactivación del virus latente del huésped, o puede ser
reinfección por una segunda cepa viral del donante [212]. La
primoinfección suele, eventualmente, dar lugar a una enfermedad
clínica que tiende a ser más frecuente y más grave que la
procida por la reinfección o la reactivación [109]-
La infección activa por CMV ocurre más frecuentemente en
los primeros tres meses siguientes al trasplante. Se presenta
en un número importante de pacientes sometidos a trasplante
hepático: se describen incidencias de hasta el 85%- de los
pacientes [ll,95,104,109,148,221] . De acuerdo con la
experiencia adquirida en el trasplante de otros órganos estas
cifras deben aproximarse al 100% si se alarga suficientemente
el tiempo de seguimiento del paciente [69,109].
El propio injerto hepático es la más frecuente
localización de la enfermedad por CMV trás el trasplante
hepático [109,209,212], alcanzando cifras que oscilan entre el
4% y el 34,6% [38,48,53,147,l6O,l6l,187,192,212] . La hepatitis
por CMV se caracteriza por fiebre, malestar, anorexia,
colestasis, ictericia y una elevación de las transaminasas
II. [
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séricas [212] . El diagnóstico clínico de hepatitis por CMV es
concluyente cuando la disfunción del órgano trasplantado puede
atribuirse al CMV [16,133,147]. Clínicamente la enfermedad
hepática por CMV puede ser leve y autolimitada, como en otros
pacientes con otros órganos trasplantados, pero se han descrito
casos fatales o que han requerido retrasplante [18]. Es dificil
determinar con seguridad cuando la mortalidad está determinada
por el CMV, debido a la frecuente presencia de otras
enfermedades coexistentes [48]
III.C> Factores de Riesgo de la Infección Activa y de la
Enfermedad por CMV:
Muchos estudios han pretendido establecer asociaciones
causales o determinar factores de riesgo en los pacientes
trasplantados hepáticos para la infección activa y/o la
enfermedad por CMV [18,48,50.63,69,109,152,161,187,228].
Algunos posibles factores de riesgo como la edad, el sexo, la
enfermedad de base o el grado de compatibilidad del injerto
pueden ser importantes, pero no o muy dificilmente modificables
[2,210]
La transfusion de sangre o de derivados hemáticos de los
donantes con infección latente (seropositivos) puede constituir
un mecanismo de contagio, pero el riesgo de infección por
unidad de sangre transfundida varía ampliamente [88]. Algunos
autores consideran que esta posible vía de adquisición del
virus tiene poca importancia práctica en el contexto del
trasplante hepático [109,187,212]. En cualquier caso, aceptando
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que la posibilidad existe, se sabe que la transfusión de sangre
libre de leucocitos disminuye el riesgo de transfusión de virus
[106]. Sería deseable que se usaran sangre y derivados
hemáticos procentes de donantes seronegativos para receptores
igualmente seronegativos [48]. Sin embargo, esto no resulta
fácil considerando la alta incidencia de CMV en la población
general adulta.
Aunque, la situación de retrasplante hepático sea
considerada por algunos autores [148,212] un factor predictivo
de la infección por CMV, no se observa una concordancia general
en la literatura sobre el tema y siguen siendo necesarios más
estudios
Se han estudiado factores predictivos de infección
[38,109,212,228] como los estados serológicos propios del CMV
en donante y en receptor, la intensidad de la inmunosupresión,
el tipo y el sinergismo de los fármacos inmunosupresores, etc.
Cuando no existen desacuerdos en cuanto a considerar a estos
datos como factores de riesgo para la enfermedad y/o hepatitis
por CMV es frecuente encontrar muy variables opiniones y
distintos resultados en la incidencia y en la valoración de su
importancia. Aunque los protocolos y las políticas de actuación
terapeútica y/o preventiva desarrollados en los distintos
programas mundiales de TxH tienden a unificarse, las opiniones,
acuerdos, discordancias y controversias precisan contrastarse
con la propia experiencia. Es por ello que estos aspectos de
la bibliografia se comentarán en la discusión enfrentándolos
a nuestros propios resultados.
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111.13> Profilaxis de la Infección por CMV:
Algunos de los factores de riesgo más importantes son
inevitables en la práctica médica, por lo que es necesário
recurrir a métodos para prevenir la infección y enfermedad por
CMV en el paciente trasplantado.
Actualmente, las principales estrategias para la
prevención de la infección por CMV en la población de pacientes
trasplantados son:
a) la inmunización pasiva <inmunoglobulina>: En la última
década algunos estudios han mostrado que la inmunoglobulina
<Ig) puede modificar el desarrollo de la infección y de la
enfermedad por CMV [2,196]. Sin embargo los resultados no son
uniformes. En estudios prospectivos en pacientes trasplantados
renales, la administración profiláctica de hiperinmunoglobulina
ha reducido en 50%- la enfermedad primaria por CMV [56]. Sin
embargo no se consiguió reducir la tasa de infección por CMV
aunque se redujo globalmente el número de infecciones
oportunistas y fue mayor la supervivencia del injerto y del
paciente entre aquellos que recibieron esta inmunoprofilaxis
[196]. Ese efecto protector disminuyó cuando se ampliába la
inmunosupresión, pricipalmente con la administración posterior
de ORT3 [196]. Entre los pacientes con trasplante de medula
ósea parece demostrado que el uso prolongado de Ig <hiperinmune
o no) reduce la incidencia de neumonia por CMV [124]
Con respecto al beneficio de la Ig en los trasplantes
hepático y cardiaco, la información disponible es todavía muy
— i—ii~ 1~~
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escasa y se basa en trabajos realizados con pocos pacientes y
generalmente sin grupos control [177,178]. El mecanismo de
protección de la Ig no está todavía bien aclarado [169]
Recientes estudios de costo-eficacia sugieren que la Ig debería
reservarse para los pacientes de alto riesgo de padecer
infección y enfermedad de inclusión citomegálica, ya que sigue
siendo dudosa su eficacia en el resto de pacientes [220]
b) los irimunomoduladores Cinterferón): El interterón <IF) se
ha usado como agente profiláctico antivírico [2]- La
administración de interferón leucocitario <IF alfa> en
pacientes con trasplante renal demostró retraso de la excreción
de CMV y reducción del número de viremias y de infecciones
sintomáticas por CMV, incluso en pacientes que eran
seropositivos previamente al trasplante [25,81] Sin embargo,
el interferón obtenido de fibroblasto (IF beta) no ha sido útil
en el contexto del trasplante renal y el interferón
leucocitario no ha sido de ninguna ayuda en el contexto del
trasplante de medula ósea [122]. Debido a estas discrepancias
y a sus numerosos efectos adversos <leucotrombocitopenia,
fatiga) y, sobre todo, a su acción potenciadora de las
reacciones “injerto contra huésped” y posiblemente de los
rechazos, su empleo en la profilaxis vírica está en entredicho
[2]
c) la inmunización activa (vacunas): No existe una vacuna para
el CMV universalmente aceptada, en parte por la imposibilidad
—II——— II
INTRODUCCION - 47
de comprobar que fueran seguras y de que no produjeran
enfermedad en el paciente que las recibe. Plotkin el al [156]
ha constatado el efecto favorable de la vacunación con una cepa
de virus vivo atenuado en la prevención de la enfermedad por
CMV de los trasplantados renales. Aunque se han intentado
realizar vacunas con otras cepas de CMV, la más estudiada ha
sido la vacuna elaborada con la cepa Towne, que produce
respuestas humorales y celulares adecuadas en personas
normales. En estudios a doble ciego, los autores arriba
referidos encontraron entre los vacunados un número
significativamente menor de infecciones graves que en los no
vacunados [156]. La supervivencia del injerto también fue
superior en los pacientes que habían sido vacunados. Sin
embargo, la tasa global de infección por CMV, como sucede con
el uso de la Ig, no se modificó.
d) los fármacos antivíricos: El éxito del aciclovir en el
tratamiento de infecciones por otros herpesvirus distintos del
CMV ha representado un triunfo de la quimioterapia antiviral.
Sin embargo el aciclovir tiene mucho menos actividad contra la
infección por CMV en el paciente trasplantado que en el
paciente no portador de injertos [48]. Recientemente se ha
confirmado que el aciclovir es de importancia profiláctica a
pesar de su dudosa capacidad terapeútica. Ello se ha confirmado
en estudios de pacientes con trasplantes renal y de pacientes
con trasplante de médula ósea con evidente disminución de las
cifras de enfermedad por CMV [10,124]. A diferencia de lo que
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sucede con la Ig o con la vacuna anti—CMV, el uso profiláctico
de aciclovir no sólo ha sido capaz de reducir la tasa de
enfermedad en el grupo de pacientes seronegativos que recibe
órgano de trasplante seropositivo, sino también, aunque en
menor grado, en el resto de los pacientes que han sufrido
reinfección o reactivación por CMV. Además, con este fármaco
se ha conseguido reducir la tasa global de infección por CMV
y mejorar la supervivencia del injerto [10,124]
La experiencia preliminar favorable con el uso
profiláctico de aciclovir en la infección por CMV sugiere que
el empleo de otros fármacos antivíricos mas potentes in vitro
frente a CMV, como el ganciclovir o el foscarnet, podría
también resultar eficaz [2] . Hasta ahora, sólo se ha utilizado
profilácticamente el ganciclovir en un escaso número de ensayos
no controlados y con pocos pacientes [95]. Los resultados
preliminares han sido similares a los obtenidos con aciclovir.
El ganciclovir, sin embargo, es más tóxico que el aciclovir y
exige su administración por vía intravenosa, lo que puede
dificultar su empleo. Varios grupos de trabajo están realizando
estudios dirigidos a evaluar la utilidad del ganciclovir en la
profilaxis de la infección por CMV en el paciente trasplantado
[2,95]. Hasta este momento no existe experiencia en el empleo
profiláctico de foscarnet en la infección por CMV.
II. 1
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HIPOTESIS METODOLOGICAS:
Por nuestro trabajo asistencial previo se pueden emitir
las siguientes hipótesis:
- Muchos pacientes con TxH se infectan por CMV o reactivan
su infección previa.
- En ellos puede presentarse un cuadro de hepatitis por
CMV que puede influir de forma negativa en el éxito de
esta terapéutica.
- La biopsia, que habitualmente se usa como medio
diagnóstico de los variados tipos de disfunción del
injerto hepático, puede descubrir este agente viral por
simple estudio HE y/o aplicando en el corte histológico
nuevas técnicas detectaras de antígenos del CMV o de su
DNA.
Para obtener los objetivos que a continuación se plantean
ha sido preciso investigar la incidencia de este virus,
correlacionar los hallazgos anatomopatológicos con los datos
microbiológicos (cultivos convencionales y rápidos de productos
biológicos), redefinir los criterios histológicos diagnósticos
de esta hepatitis y poner a punto las técnicas especificas de
IHQ e HIS, así como valorar sus propios rendimientos. Todo ello
con la idea de conocer la influencia de la infección por CMV
en esta población de pacientes por medio de un seguimiento
clínico, virológico y morfológico.
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OBJETIVOS:
1 - Conocer la incidencia, los factores de riesgo y la
evolución de la Hepatitis por CMV en los pacientes con
injertos hepáticos así como la incidencia microbiológica
general al protocolizar la búsqueda de infección activa.
2 - Describir el cuadro histológico que permite reconocer
inequivocamente tal tipo de hepatitis.
3 - Definir las lesiones microscópicas definitivas y confirmar
etiológicamente los cuadros histológicos similares o
sugestivos, pero incompletos, utilizando técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ) o de hibridación in situ (HIS)
4 - Establecer la sensibilidad y utilidad de estas técnicas
que combinan morfología, inmunopatología y biología
molecular
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1 - PACIENTES:
I.A) Muestra Total:
Se realizó revisión y seguimiento de los pacientes
trasplantados hepáticos en el Hospital Universitario “12 de
Octubre”, en Madrid, durante un período de 69 meses (desde el
comienzo del Programa en abril de 1986 a diciembre de 1991)
Se hicieron 244 trasplantes en 198 pacientes. Se retrasplantó
en 37 ocasiones (RTXH>. Ocho pacientes necesitaron un tercer
trasplante y un único paciente recibió un cuarto trasplante.
Del total de injertos se obtuvo el material
anatomopatológico utilizado en el presente estudio que
correspondió a 191 TxH realizados en 160 pacientes con un
total de 1022 biopsias hepáticas.
Los criterios para la inclusión del injerto en esta serie
fueron: supervivencia superior a 15 días, disponibilidad de
biopsias de seguimiento y ausencia de uso profiláctico de
tratamiento antiviral pretrasplante. Estos criterios se
siguieron también en la muestra prospectiva que es parte de
esta denominada muestra total y que pasa a explicarse
seguidamente.
I.B> Muestra Prospectiva Clínico Patológica:
Con la finalidad de tener una población homogenea y unos
caracteres de estudio completos para el estudio epidemiológico
IP
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y el analisis de los factores de riesgo, se protocolizaron
PROSPECTIVAMENTE (Esquema 1.) los pacientes trasplantados
hepáticos en ese hospital durante el periodo de abril/90 a
diciembre/91 (21 meses) Durante ese periodo se realizaron 122
intervenciones de TxH en 103 pacientes, se excluyeron 17
pacientes que fallecieron antes de 15 días postrasplante y
aquellos cuyas biopsias hepáticas se limitaron a las del día
del lxii y a los 8-15 días postrasplante, así como 4 pacientes
que recibieron Ganciclovir profilático antes del acto
quirúrgico. Por tanto, el material definitivo para el estudio
prospectivo epidemiológico quedó integrado por 82 pacientes con
95 TxH.
ESOUEK4A 1
PACIENTES PARA
LA N¶IJESTRA PROSPECTI VA
Periodo: 21 meses
4 pacientes 1 17 fallecIeron
O anclo SoyIr 3 antes de 16 días ylo
pro—Vn FE con solo biopsia T—O
(excluIdos> 4 (excluIdos>
82 paoientes/95 T,cH
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Entre ellos hubo 24 episódios de retrasplante, incluyendo
20 RTXH, 3 RRTXH y 1 RRRTXH, pero once pacientes fueron
estudiados solo a partir del segundo o tercer trasplante. Tres
pacientes fueron descartados anteriormente por el primer
injerto y continuaron perteneciendo a nuestra muestra total
como pacientes, una vez que tuvieron los requisitos exigidos
en el retrasplante. Los demás pacientes han sido
retrasplantados despúes de la fecha inicial del estudio
prospectivo. Una explicación comprensiva se expone en el
Esquema 2.
ESQUEMA 2
DISTRIBUCION DE INJERTOS/PACIENTES
Abril 1990
71
pacientes
10 e...
pacientes
TOTAL INJERTOS A ESTUDIO • 95
4
P INJERT. 7
71 pto. entran
al impiantarse
su V Injerto
.........
4 4
1 2 INJERT. 20 ~ INJERT.-
Su posterior r
Injerto entra en
10 ocasiones
lo pto. entran
si Implantare.
su V injerto
1
paciente 4....—~ . .. . . . —. . e.....
3
Su posterior 3
Injerto entra en
2 ocasIones
1 pac. entra
al Implantarse
su 3 Injerto
4
4 iNJERT.” 1
Su posterior
4 Injerto entra
en 1 ocaslon
Dic 1991
TOTAL- 82 pacientes
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La distribución etaria fue: 72 pacientes adultos y 10
niños. Se consideraron como niños los pacientes hasta 14 años,
seguiendo los critérios utilizados en este hospital. Fueron
varones 55 y mujeres 27.
Las indicaciones de TxH de los 82 pacientes fueron
distribuidas en cinco diferentes categorias seguiendo la
clasificación de Demetris et al [159]: Categoría 1:
Enfermedades Colestáticas Crónicas (ECO), que incluyen
pacientes con Cirrosis Biliar Primaria (n=S)-, Atresias de Vias
Biliares <n=4) y Cirrosis Biliar Secundaria (n~l) . Categoría
II: Enfermedades Parenquimatosas Crónicas (EPO> que incluyeron
pacientes con Cirrosis Poshepatitica (n=24) , Cirrosis Etílica
(n=l0) , Cirrosis Criptogénica (n=4), Cirrosis Autoinmune (n=3)
Defeciencia de Alfa-l--antitripsina <n=l) y Enfermedad de Nilson
<n=1) . Categoría III: Enfermedades Parenquimatosas Agudas (EPA)
que incluyen Hepatitis Fulminante con Necrosis Masiva y/o
Submasiva <n=8) . Categoría IV: Enfermedades Neoplásicas del
Hígado <ENE que incluyen pacientes con Hepatocarcinomas
asociados a Cirrosis Poshepatíticas o a Cirrosis Biliar
Primária (n=7) . Categoría V: grupo Miscelanea (Misc>
constituida por pacientes con Síndrome de Budd-Chiari (n=l),
Hígado Malformativo (n=l) y Tirosinemia en fase cirrótica
(n=1>
A las citadas categorías de indicaciones de TxH se
añadieron los 11 injertos que fueron estudiados a partir del
segundo o tercer trasplante (Retrasplantes>.
En el periodo postrasplante se obtuvieron muestras de
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sangre, orina y exudado faríngeo para cultivo vírico
convencional en tubos y para detección rápida de CMV en viales:
1> cada siete días, hasta el segundo mes, y posteriormente 2>
uno por mes a partir de esa fecha y, además 3> siempre que las
circunstancias clínicas lo hicieron conveniente.
Se estableció el estado serológico basal en todos los
receptores y donantes mediante la determinación de anticuerpos
anti-CMV. En el caso del receptor, la muestra de suero fué
extraída en el mismo día del trasplante <Tiempo 0,T=0>
El protocolo de obtención de biopsias hepáticas <vide
mfra> en el Programa alcanzó alto grado de seguimiento. En la
mayoría de los casos se consiguió una muestra durante el acto
quirúrgico <Muestra T=0> y durante la segunda semana de
postoperatório, independiente de la evolución clínica, como
medida de control histológico (T=8/l5 días) . También se realizó
biopsia siempre que el paciente presentó síndrome de disfunción
hepática (elevación notable de enzimas y/o bilirubina sérica
de más de 48 horas de duración>
El protocolo de innunosupresión aplicado consistió en:
1> Ciclosporina A hasta alcanzar niveles séricos entre 300 y
500 ng/mí, 2) Metilprednisolona intravenosa con dosis inicial
de 10 mg/Kg y continuación posterior con 2 mg/Kg/día durante
los dos primeros días postoperatorios, disminuyendo
progresivamente hasta estabilizar la dosis en 0,2 mg/Kg/día y
3) ATGAM (globulina antitimocítica) con dosis de 8 mg/Kg/día
durante 8 días, o Azatioprina con dosis inicial de 2mg/Kg/día,
repartido en dos tomas durante 8—lO días y después 1 mg/Kg/día
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durante tres meses. La elección entre estos dos últimos
fármacos dependió del número de plaquetas o de leucocitos
circulantes y del estado funcional renal. Los episódios de
rechazo se trataron con un máximo de 3 bolos de 10 mg/Kg/día
de esteroides intravenosos. La ausencia de respuesta llevó a
utilizar ATGAM, 8 mg/Kg/día durante 10 a 15 días y si no se
normalizó la función, anticuerpos monoclonales anti-OKT3, 5
mg/Kg/día durante 10 días o retrasplante. A partir de 1990
<septiembre) se utilizó Ganciclovir siempre que se administró
OKT3 (en los pacientes de rechazo agudo que no respondía a otra
terapeútica inmunosupresora adicional)
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II - MATERIAL:
II.A) Material Virológico:
Para determinar la prevalencia de la infección latente y
de la infección activa por CMV en los pacientes trasplantados
hepáticos se ha recurrido a los resultados serológicos (anti-
CMV) de los donantes y de los receptores, así como a la
protocolización de la búsqueda de CMV en los productos
biológicos (sangre, orina y esputo) de la muestra prospectiva
de pacientes, a través del cultivo vírico convencional en tubos
y de la detección rápida de CMV en viales.
II.B) Análisis de Factores de Riesgo:
En los pacientes que constituyeron el grupo prospectivo
<82 pacientes) se han recogido datos para el análisis de los
considerados posibles factores de riesgo para la adquisición
de la infección y de la hepatitis por CMV, tales como: 1> tipo
de hepatopatía terminal prétrasplante, 2> situación de
retrasplante hepático, 3) serología anti-CMV del donante y del
receptor, 4) otras patologías concomitantes objetivadas en el
injerto y 5) la utilización terapeútica de anticuerpos
monoclonales anti-OKT3.
II.C> Material Anatomopatológico (Muestra Anatomopatológica
Total):
El material anatomopatológico disponible correspondiente
a la muestra total de 191 TxH consistió en 1022 biopsias. Las
— II
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biopsias de tiempo “0” fueron excluidas, por lo que, de ese
total de muestras nuestro estudio se centró en 853 biopsias
hepáticas percutáneas con aguja de Menghini.
Para el procesamiento histológico, los fragmentos
tisulares se fijaron en formol tamponado al 10%, fueron
incluidos en parafina y posteriormente cortados a 4 micras. Los
cortes se tiñeron con hematoxilina-eosina <HE) , tricrómico de
Masson, Wilder para reticulina, PAS con previa digestión por
diastasa, azul de Prusia de Perís, orceína modificada de
Shikata y Rodanina. Uno de los cortes siempre se procesó con
la técnica de Inmunohistoquimica (IHQ) de detección de CMV. En
todos ellos, antes de la fijación, se tomó un fragmento en
fresco para cultivo viral.
Del total de especimes que constituyen el material tisular
se protocolizó la búsqueda de CMV en:
1) Todas las biopsias hepáticas con diagnóstico
anatomopatológico sugestiva o concluyente de infección por CMV
(Vide mfra)
2> Todas las biopsias hepáticas con IHQ anti-CMV positiva.
3) Aquellas biopsias <sin inclusión, sin cuadro
“sugestivo” y sin IHQ positivas) realizadas dentro de los 15
días anteriores o posteriores a las que erán concluyentemente
diagnósticas o sugestivas de infección por CMV.
De las 853 biopsias 70 fueron seleccionadas para este
estudio. Correspondian a 42 pacientes y en todos los casos
hicimos personalmente las siguientes técnicas para su
valoración y estudio (Gráfico 1)
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1> Estudio al Microscópico Optico en el material,
incluido en parafina y teñido con hematoxilina-eosina (al menos
3 secciones)
2> Estudio Inmunohistoquimico por técnica de
inmunoperoxidasa mediante método complejo avidina-biotina-
peroxidasa (ABC)
3) Hibridación in situ en tejido hepático desparafinado
mediante sonda DNA específica anti-CMV.
GEAFICO 1. GRUPO DE ESPECIMENES SELECCIONADOS PARA
EL ESTULIO ANATOMOPATOLOGICO.
NATERIAL TISULAR: 70 BIOPSIAS HEFA’PICAS
411W 1
RE Y POSTDJAG.
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III - METODOS:
lILA> Detección Virológica Prospectiva:
El estado serológico de los donantes y receptores se
estableció mediante la determinación de anticuerpos anti-CMV
con técnica inmunoenzimática indirecta <Diamedix.Corp.) y
aglutinación de partículas de latex sensibilizadas (CMV scan
latex agglutination test, Becton-Dickinson, Cockeysville
Massachusetts, USA)
Para el cultivo convencional en tubos y la detección
rápida en viales se utilizaron monocapas frescas de
fibroblastos MRC-5 preparadas en el laboratório. Los tubos se
incubaron durante un mínimo de 15 días a 3700 en fase
estacionaria y la presencia de CMV se puso de manifiesto por
la aparición del efecto citopático característico. Con la
técnica rápida en viales <dos por muestra), la presencia del
virus en cultivo se detectó en 24-48 horas con anticuerpos
monoclonales fluorescentes (Syva Microtrak) dirigidos contra
los antígenos víricos tempranos expresados en el núcleo del
fibroblasto infectado, según la técnica utilizada por Jespersen
et al [96] <FTG.l)
III.B) Estudio por Microscopia Optica Convencional:
Se revisaron los 70 espécimes de tejido hepático
selecionados teñidos por Hematoxilina-Eosina (HE> buscando
valorar los cambios histológicos y los diagnósticos anatomo-
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patológicos.
a) Cambios Histológicos:
En ficha específica se recogieron los siguientes cambios
histológico:
• Inclusión:
- Valoración semicuantitativa, expresada mediante cruces:
+ escasas (menos de 5 por biopsia)
++ : frecuentes (entre 5 y 10 por biopsia)
+~+: abundantes (más de 10 por biopsia)
- Localización intracelular:
nuclear
citoplasmática
Tipo de célula comprometida:
hepatocitos
epitélio biliar
endotélio
- Infiltrado inflamatório en torno de células con
inclusión
Focos Inflamatorios Diseminadas (FIn>, clasificados segun el:
- tipo de celularidad inflamatoria: leucocitario, mixto,
granulomatoso.
- pudiéndose observar biopsias con foco de un solo tipo
o con focos de multiples tipos.
- ~11 II
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• Cáinbios Hepatocitarios:
- anisocariosis, anisocitosis, hipercromatosis, mitosis y
cuerpos acidófilos.
Cada uno de estos cambios se valoró como ausente (-) o
presente <+) . Se elaborará una base de datos con los cambios
reseñados en las citadas fichas, utilizando el programa
informático D.base 3.
b> Diagnósticos Anatomopatológicos:
Según los criterios que a continuación se detallan se
asignó a cada muestra uno o más de los diagnósticos
histológicos siguientes:
• Hepatitis por 0W: Presencia de inclusiones nucleares y/o
citoplasmáticas y de acúmulos inflamatorios focales mixtos y
diseminados sin preferencia por una zona o localización
lobulillar [31]
• Sugestivo de Virasis Oportunista: Presencia de los acúmulos
inflamatorios arriba descritos, no coincidiendo con la
detección de inclusiones en la muestra.
• Rechazo Agudo <celular>: Infiltrado portal mixto, con lesión
ductal y/o endotelitis que se graduó según la metodología de
Snover et al [193]
.11 1
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Rechazo Crónico (ductopénico>: Endarteriopatía
fibroobliterativa con o sin macrófagos espumosos, lesión de
ductos <ductopenia del 50% y cambios epiteliales) , colestasis
y atrofia centrolobulillares [234]
Patología Isquéinica: Objetivación de áreas mtárticas
focales, o de necrosis isquémica centrolobulillar o de estasis
venoso como habitualmente son valorados en las biopsias
hepáticas [31]
• Patología Biliar: Pigmento biliar lobulillar con o sin cambio
hidrópico hepatocitario centrolobulillar [31]
• Cambios Mínimos: Cuando los cambios microscópicos no son de
intensidad, ni de especificidad suficientes como para
identificar un patrón lesional característico [31]
III.C> Estudio Inmunohistoquímico:
Técnica de inmunoperoxidasa mediante método avidina-
biotina-peroxidasa complex (ABC> para objetivar positividad
nuclear y/o citoplasmática para CMV.
Material en parafina:
Se obtienen secciones de 4-5 micras mediante un microtomo
rotatório convencional, montándose sobre portaobjetos con
adhesivo celular. Se dejan secar al aire y después permanecen
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de un día para otro en estufa a 37 grados, para favorecer la
adherencia de la sección, no usándose temperaturas mayores para
evitar daños antigénicos.
Anticuerpo usado:
Anticuerpo monoclonal específico anti-CMV de ratón, clon
CCH2 que reconoce los antígenos temprano y tardíos (DAKO -
CMV, cod.M757)
Buffers usados:
Se ha utilizado como buffer o tampón el fosfato salino
tamponado <Phosphate Buffered Salme: PES), 0,OÍM, a pH 7.2 y
preparado como sigue: a un litro de agua destilada se añade
l,48g de fosfato sódico dibásico anhidro, 0,43g de fosfato
potásico mono básico anhidro y 7,2g de cloruro de sódio. Tras
cada nuevo elemento añadido se agita la disolución hasta
conseguir que no quede poso. Una vez preparado se comprueba el
pH mediante pHmetro convencional, ajustando si es necesario.
La disolución así preparada se conserva en refrigerador
hasta su uso, controlándose siempre el pH antes de utilizarse.
El tiempo medio de vida es de un mes, aunque debido al gran
vólumen de trabajo de nuestro departamento se prepara cada 1-2
días.
• Preparación de]. cromógeno:
Dado que la enzima marcadora usada es la peroxidasa,
utilizamos 3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloruro (DAB) como
cromógeno, ya que su densidad y resistencia a los alcoholes y
xilol <permitiendo la deshidratación y por ello el montaje
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permanente con mejor apreciación de la morfología) , la hacen
muy adecuada. Se prepara en el momento de usarla, porque su
vida média es corta, disolviendo en 20m1 de TRIS 0,05M a pH
7,6, 10 mg de DAB (Sigma, St.Louis, MO, USA; D-5637), y
añadiendo despúes 0,2m1 de agua oxigenada al 1%. Se filtra y
se pone sobre las secciones a teñir.
• Técnica de Inmunotinción:
Se usa el método avidina-biotina-peroxidasa complex de
Hsu, ligeramente modificado [93]
A) Suero normal (no inmune) de caballo (Vector,
Burlingame, Ca, USA; S-2000), 1:50 en PBS, al objeto de
disminuir las adherencias inespecíticas de inmunoglobulinas y
evitar tinción de fondo.
3) Anticuerpo policlonal biotinilado antí-IgO de ratón
preparado en caballo (Vector, Burlingame, Ca, USA; BA-2000) a
1:200, diluido en PES con 5% de suero no inmune de caballo. El
anticuerpo viene en viales de l,Smg de polvo liofilizado, que
se reconstituye com 1 ml de agua destilada.
0 Complejo avidina-biotina-peroxidasa modificada. Este
complejo se prepara 30 minutos antes, usando el Kit Vector
Elite <Vector, Burlingame, Ca, USA; PK-E100) que consta de un
vial de avidina-DH <marcado com A) y un vial de peroxidasa
biotinilada modificada (marcada como E diluyendose en el mismo
PES a una concentración de 1:50 cada uno de los viales: por
ejemplo, 100 lambdas de A y 100 lamdas de E en 5 ml de PBS. Es
importante dejar transcurrir 30 minutos tras la mezcla pues es
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necesario este tiempo para que se forme
tridimensional activo.
el complejo
•Realización de la técnica:
1. Si las secciones estaban en estufa, se sacan y se dejan
a temperatura ambiente así como el resto del material a usar.
2. Desparafinado en xilol absoluto, 15 minutos.
3. Hidratación en alcohol etílico decreciente <absoluto,
90 y 70 grados), 5 minutos cada uno de los pasos.
4. Sobre el porta y alrededor de la sección se dibuja un
círculo mediante el lápiz DAKOpatts, Glostrup, Dinamarca; 5-
2002), que da una lámina de un polímero plástico hidrófobo, que
evita el desparramamiento de las soluciones por el porta,
asegurando una cantidad adecuada y uniforme de reactivo sobre
la sección.
5. Inhibición de la peroxidasa endógena con agua oxigenada
5% en metanol absoluto, durante 5 minutos. Esta solución
prepararse en el acto.
6. Lavado en PES, 5 minutos.
7. Las secciones son sometidas a proteolisis con Proteasa
(Sigma, St.Louis, MO, USA; P-8038) preparada al 0,1% en
durante 2 minutos a temperatura ambiente (t.a.)
8. Lavado en PES, 5 minutos.
9. Incubación con suero normal de caballo, 20 minutos a
t.a., después decantación del suero y se procede el siguiente
paso sin lavado.
10. Incubación con el anticuerpo primario adecuadamente
al O
debe
VII
PES,
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diluido durante una hora a t.a.
11. Lavado con PES, 5 minutos.
12. Incubación con anticuerpo anti—ratón biotinilado,
durante 30 minutos a t.a.
13. Lavado con PES, 5 minutos.
14. Incubación con complejo avidina-biotina-peroxidasa
modificado durante 30 minutos a t.a.
15. Lavado con PBS, 5 minutos.
16. Incubación con la solución cromógena de DAB, 10 minutos
a t.a., recién preparada.
17. Lavado en agua corriente, 5 minutos.
18. Contratinción nuclear con Hematoxilina convencional muy
suave. En nuestro medio es suficiente 1 minuto.
19. Lavado abundante en agua corriente, 5 minutos.
Deshidratación en alcohol etílico creciente (70,90 y absoluto)
y aclarado en xilol absoluto, 5 minutos cada paso.
20. Montaje permanente en medio sintético: DPX (BDH
Chemicas, Poole, Inglaterra; n. 36029)
• Valoración de las tinciones:
Se ha realizado una valoración semicuantitativa, expresada
mediante cruces:
0: no tinción
+: escasas células <menos de 5 por biopsia)
++: frecuentes células (entre 5 y 10 por biopsia)
+++: abundantes células (más de 10 por biopsia)
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Se valoraron las tinciónes definidas y claras, con fondo
limpio y transparente, desenchandose aquellas tinciones muy
débiles, o bien aquellas más intensas pero con fondo aparente,
que fueron repetidas. No se valora la intensidad de la tinción
ya que esto es altamente subjetivo y muy dependiente de las
variaciones diarias de la técnica. No obstante, en algunos
casos llamativos se tiene en cuenta.
Se consideró también la distribución topográfica de la
tinción: citoplasmática y/o nuclear, y dentro de esta última
la morfología y tamaño de los nucleos teñidos.
• Controles de las técnicas:
A> Control negativo:
Su función es detectar alteraciones del tejido en estudio
que produzcan tinciones inespecificas o bien alteraciones en
el sistema de detección (anticuerpo biotinizado, complejo
avidina-biotina-peroxidasa, cromógeno)
Para ello se usaron secciones de tejidos conocidamente
negativos que fueron inmunoteñidos de forma similar a las
secciones en estudio, no debiéndose obtener tinción si la
técnica está bien hecha.
B) Control positivo:
Su función es chequear el adecuado comportamiento del
anticuerpo usado y secundariamente del sistema de detección.
Para ello se usan secciones de tejidos conocidamente positivos.
Estas secciones son inmunoteflidas de forma similar a los casos
en estudio y si la tinción es correcta, los pasos de la técnica
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han sido correctos.
111.13> Estudio por Hibridación in situ:
Se realizó la técnica de hibridación in situ con la
utilización de un “kit” (ENZO—PathoGene, n032872, Syosset,NY)
que consta de:
Vial 1. Sonda DNA específica anti-CMV biotinilada en
buffer ClNa/EDTA conteniendo formamida y facilitador de
hibridación.
Vial 2. Reactivo post-hibridación, 1 x 3m1 en buffer
conteniendo formamida.
Vial 3. Reactivo de detección, 1 x lml complejo avidina-
biotina peroxidasa en buffer ClNa/EDTA.
Material en parafina:
Se obtienen secciones de 4-5 micras mediante un microtomo
rotatorio convencional, montándose sobre portaobjetos
comercialmente tratados con 3-aminopropiltrietoxilano (Chemika,
09324, Suiza) y con agujeros delimitados. Se dejan secar al
aire y después permanecen de un día para otro en estufa a 37
grados.
Buffers usados:
Se ha utilizado como buffer o tampón la solución de lavado
de ENZO: lOmM PES conteniendo SmM ClNa/EDTA, preparado como
sigue: a un litro de agua destilada se le añade contenido de
un sobre previamente medido con ClNa/EDTA y se agita la
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solución hasta conseguir que no quede poso. La solución se
conserva en refrigerador hasta su uso. El tiempo medio de vida
es de un mes.
• Preparación del cromógeno:
Se utilizó la 3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloruro (DAB)
y su método de preparación ha sido la misma descrita en la
técnica de inmunohistoquimica (pag.14)
• Realización de la técnica:
1. Las secciones, que estaban en estuf a, se secan y se
dejan a temperatura ambiente así como el resto del material a
usar.
2. Desparafinado en xilol absoluto, 15 minutos.
3. Hidratación en alcohol etílico decreciente <absoluto,
90 y 70 grados), 5 minutos cada uno de los pasos.
4. Inhibición de la peroxidasa endógena con agua oxigenada
al 0,5% en metanol absoluto, durante 5 minutos. Esta solución
debe prepararse en el acto.
5. Lavado en buffer, 5 minutos.
6. Las secciones son sometidas a proteolisis con
Proteinasa K (BRL,MD20877.tJSA) preparada al 6%- en buffer
inmediatamente antes de emplearlo. Los portas ya con el tejido
permanecen sumergidos en esta solución dentro de la estufa a
37 grados, durante 15 minutos.
7. Lavado en buffer, 5 minutos.
8. Se deshidratan las preparaciones en alcoholes a
diferentes grados de concentración.
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9. Secar las preparaciones a temperatura ambiente o en
estufa a 37 grados, durante 10 minutos.
10. Las secciones son sometidas a desnaturalización con
sonda DNA <vial 1) utilizando una placa calefactora a 92
grados, durante 5 minutos. Antes del calentamiento de las
preparaciones tisulares se coloca el cubreobjetos de cristal
sobre cada sección con el fin de disminuir las variaciones de
la temperatura por las corrientes de aire y así crear un
ambiente de temperatura más uniforme.
11. Retirar los portaobjetos de la placa calef actora y
dejar en la estufa a 37 grados, durante 20 minutos, para que
ocurra el proceso de hibridación del DNA. Retirar los
cubreobjetos suavemente.
12. Aplicar el reactivo post-hibridación <vial 2) y dejar
en estuf a a 37 grados, durante 30 minutos.
13. Lavado con buffer, 10 segundos.
14. Para la detección de la sonda de utiliza el reactivo
de detección <vial 3) y las secciones se incuban a 37 grados,
durante 30 minutos.
15. Lavado con buffer, 10 segundos y escurrir.
16. Incubación con la solución cromógena de DAR, 10
minutos a temperatura ambiente, recién preparada.
17. Lavado en agua corriente, 5 minutos.
18. Contratinción nuclear con Hematoxilina convencional
muy suave. En nuestro medio es suficiente 1 minuto.
19. Lavado abundante en agua corriente, 5 minutos.
Deshidratación en alcohol etílico creciente (700, 900 y
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absoluto) y aclarado en xilol absoluto, 5 minutos cada paso.
20. Montaje permanente en medio sintético: DPX (BDH
Chemicas, Poole, Inglaterra; n036029) -
Los criterios de valoración de las tinciones y la
utilización de controles de las técnicas fueron los mismos que
los utilizados en la técnica de inmunohistoquimica (vease
anteriormente) -
IrLE> Glosario de términos diagnósticos:
- Infección Latente por CMV: Se consideró infección latente
cuando el donante o receptor demostraron anticuerpos anti-CMV
en el suero.
Infección Activa por CMV: Se aceptó que existía infección
activa cuando ocurrió cualquier aislamento de CMV en fluido y/o
tejido y/o conversión serológica.
• Infección Activa Asintomática: La infección activa fué
asintomática cuando se obtuvo un cultivo positivo de fluidos
o secreciones y/o seroconversión sin clínica de infección.
• Infección Activa Sintomática: Se consideró que esta
infección activa era sintomática -Enfermedad Clínica- cuando
se demostró por cultivo y/o histología la presencia del virus
en fluido o en algún órgano <pulmón,hígado,colon,etc) y,
simultaneamente, existía fiebre, con artromialgias, con o sin
leucotrombocitopenia, y con sintomatologias constitucionales.
Hepatitis por CMV: Se denominó hepatitis por CMV la
II II
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detección del virus en tejido hepático por histología <HE y/o
IHQ y/o Hibridación in situ) o por cultivo de dicho tejido
(Cultivo convencional en tubos o detección rápida en viales>
La biopsia había sido indicada por disfunción del injerto.
III.F) Estudio Estadístico:
El procesamiento de los datos y el análisis estadístico
se realizó, en las distintas fases de su proceso de ejecución,
en el Centro de Proceso de Datos de la Universidad Complutense
de Madrid.
El tratamiento estadístico de los resultados se realizó
con dos métodos distintos segun la calidad de los datos
obtenidos en este estudio:
1> Para la comparación de resultados epidemiológicos,
demográficos y factores de riesgo obtenidos de la muestra
prospectiva se utilizó un test de Chi-cuadrado. Cuando las
cifras eran de pequeña magnitud se empleó la prueba exacta de
Fisher.
2> Para el estudio estadístico del conjunto de informaciones
(variables> obtenidas del estudio histológico de las 70
biopsias hepáticas que constituyen el grupo extraido de la
muestra total se construyó una base de datos. También, desde
aquí, se utilizó un test de Chi-cuadrado para:
• Verificar cuales fueron las variables histológicas que
caracterizaron el cuadro clásico de hepatitis por CMV y un
cuadro “sugestivo de hepatitis por CMV”.
Comparar las carcterísticas histológicas de los dos
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cuadros referido a través de estudio convencional (HE)
Comparar
histológicas
los resultados
utilizadas
de las tres técnicas
(HE,IHQ e HIS) en cuanto a
sensibilidad, fallos, localización del virus y número de
células afectadas.
Se consideró como significativo un valor de “p”
(probabilidad) igual o inferior a 0,05 (p=0,05) [35]. Para
ambas fases del análisis estadístico se utilizó el programa
BMDP [13]
II II
RESULTADOS
RESULTADOS -78
1 - RESULTADOS EPIDEMIOLOGICOS Y DEMOGRAFICOS:
Para obtener los resultados epidemiológicos
demográficos, así como los factores de riesgo de la infección
y de la hepatitis por CMV, se ha recurrido a la muestra
prospectiva que ofreció completa cumplimentacién del protocolo
y evité la pérdida de casos.
lA) Incidencia General de Infección y de Hepatitis por 04V:
Entre el grupo prospectivo de 95 TXH en 82 pacientes:
1- Se detecté CMV en alguno de los productos biológicos en 49
pacientes <59,8%) lo que constituye la cuantía total de
pacientes con infección sistémica demostrada.
2- Se demostré la presencia de CMV en el tejido del injerto
hepático (hepatitis) en 16 TICE (16,8%) correspondientes a 16
pacientes (19,5%). El seguimiento biópsico de esos pacientes
ha sido 235±149 (intervalo 23-537) y el tiempo médio en que se
detecté CMV fue 48+22 días postrasplante (intervalo 23-114)
(Tabla 1)
TABLA 1: Incidencia de Infección y de Hepatitis por CMV
número de % Infección <n0+) % Hepatitis (n0+)
TxH (95) 53,7 (52) 16,8 (16)
Pacientes (82) 59,8 <49> 19.5 (16)
it 7 1~I
y
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I.B) Edad y Sexo:
Eran adultos 72 pacientes del total y 10 eran ninos. Entre
los primeros, se diagnosticó CMV en el injerto en 13 ocasiones
(18%) y, entre los niños, 3 de los injertos estuvieron
afectados (30%) - Aunque se haya observado un mayor porcentaje
de hepatitis por CMV entre los niños (Tabla 2), la diferencia
no fue significativa estadísticainente (p=O,3718) . Tampoco se
demostró diferencia significativa entre las cifras de
incidencia por sexo en el estudio estadístico de la
distribución de esos pacientes (p=0,3065> <Tabla 3).
TABLA 2: Distribución Etária de Infección y de Hepatitis 04V
Edad 1 Pacientes 1 Infección % HePatt~~T
Adultos 1 72 59,7 (43/72) 18,0 (13/72)
Niños 1 ío 1 60,0 (6/10) 30,0 (3/10)
T= total de casos
TABLA 3: Distribución por sexo de Infección y de Hepatitis CMV
Sexo 1 Pacientes Infección Hepatitis1
O (no/T> (n~/T)
Varones 55 63,6 <35/55) 18,2 <10/55)
Mujeres 27 51,8 <14/27) 22,2 <6/27)
T= total de casos
rl
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1.0) confrontación entre si de datos microbiológicos con el
diagnóstico anatomopatológico:
La incidencia de infección activa antes citada se han
obtenido de los resultados positivos en la busqueda
microbiológica protocolizada de CMV en sangre, orina, frotis
faringeo y liquido broncoalveolar. La viremia fue el dato más
TABLA 4: Datos virológicos (cultivos de CMV) pre y post-
demostración histológica de hepatitis.
hepatitisCMv gre
ori
na
EF LEA DAP san
gre
ori
na1
FE LEA
n01 si - -
‘
‘
‘
‘
‘
‘
‘
‘
‘
‘1
si si si -
n02 - si si - - si - -
n03 si si - - - si - -
n04 si - - - si - si -
n05 - si - - si - - si
n06 sí - - -
n0 7 si - - - si - - -
n0 E * - - - - - - - -
n09 sí si - - si si - -
n010 - - - - - si - -
n0 11 si Si Si - - - - -
12 * - - - - - - - -
n013 - — - - - si - -
1V 14 - - - - - si - -
no is - si - -
- si - -
n016 - - - - - si - -
Total 7 6 2 0 5 9 2 1.
* pacienteo comentadoo en el texto
FE. frotio faringeo: LEA = 1=quido broncoalveolar; PAL’— diagn6otico anatomopacolóqico.
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frecuentemente demostrativo de la infección activa entre las
exploraciones en estos cuatro productos biológicos antes del
diagnóstico morfológico de hepatitis por CMV (Tabla 4> . Debe
hacerse notar en este apartado la objetivación de una
deficiente sensibilidad de esta habitual busqueda protocolizada
segun programa (vease Método> : En dos pacientes <n08 y n0 12)
con diagnóstico anatomopatológico <DAP) de hepatitis por CMV
documentado en HE y/o IHQ y/o HIS no se había detectado CMV en
ninguna de sus otras muestras biológicas. Ello
demuestra que se obtiene una infravaloración de la incidencia
de infección general por estos métodos microbiológicos y la
incidencia así hallada debe entenderse como la mínima
objetivable.
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II- FACTORES DE RIESGO DE INFECCION Y DE HEPATITIS POR CMV:
Se exploraron como posibles factores las siguientes
características de la serle:
II.A) La Indicación del Trasplante Hepático:
La distribución de las indicaciones del trasplante en
los 82 pacientes (Tabla 5), incluyendo los 11 segundos o
terceros injertos, según la clasificación en categorías
diagnósticas de Demetris et al [159], mostré que la hepatitis
por CMV fue significativamente más frecuente entre los
pacientes con previa hepatitis fulminante (=EPA en Tabla 5) que
entre aquellos con otra hepatopatia previa <p=0.0194)
TABLA 5: Incidencia de Hepatitis CMV en relación con la
Indicación de TsR
Hepatopatías Ter-
minales pre-TxH
Pacientes
n0
Hepatitis CMV
% <n0)
ECC 10 30,0 (3)
EPC 43 9,3 (4)
E PA 8 62,5 <5>
ENH 7 14,3 (1)
Misc 3 33,3 (1)
Fallo l~ o 2~ TxH 11 18,2 (2)
EeC- Ent.coleotática crónica, EPC- Ent. parenquimatoea crónica, EPA- Ent.partnquimatoea
aguda. SMi- Enf.r.eoplásica hepática, MISC- Grupo miscelansa.
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II.E) Retrasplante Hepático:
En la Tabla 6 se aporta la incidencia de hepatitis por
CMV distribuida según el ordinal del injerto en los 95
trasplantes de la muestra total que incluyé 71 primeros
injertos, 20 segundos, 3 terceros y 1 cuarto. No se observó
mayor número de episódios de hepatitis por CMV en los
retrasplantes (24 injertos) cuando se comparé con el número de
los ocurridos en los 71 primeros injertos <10,0% vs 19,7%).
TABLA 6: Relación entre Hepatitis por CMV y Retrasplante
Ordinal Injerto número injertos % Hepatitis (no)
10 Injerto 71 19,7 (14)
20 Injerto 20 10,0 <2)
30 Injerto 3 0 <0)
40 Injerto 1 0 (0)
Total 95 16,8 (16)
11.0) Los anticuerpos séricos
donante y en receptor:
antiCMV (Serologías) preTxli en
El apareamiento por posibilidades de serología
(positiva/negativa) entre donante y receptor determina cuatro
grupos de pacientes <Tabla 7)
El enfrentamiento estadístico de las diferencias de
incidencia de infección y de hepatitis entre estos grupos ha
mostrado:
es un factor de riesgo de infección por CMV la
combinación “donante+/receptor-” en relación con las
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combinaciones donante+/receptor+,
donante-/receptor- <p=0,00l).
- es un factor de riesgo
combinación “donante+/receptor-”
combinaciones donante4-/receptor+,
donante-/receptor- (p=O,0O56)
donante- /receptor+
de hepatitis por CMV
en relación con
donante- /receptor+
TABLA 7: Incidencia de Infección y Hepatitis 01*1V en relación
con estados serol6gieos (antiCMv) preTxli de donante
y receptor
ID/E n0 TxH ~% Infec.<n0÷) %- Hepat.<n0 +>1
Grupo +/- 6 100,0 <6) 66,7 <4)
Grupo +/+ 79 54,4 (43) 13,8 (11)
Grupo -/+ 9 33,3 <3) 11,1 (1)
Grupo -1- 1 0,0 (0> 0,0 (0)
D/R* donante/receptor
II.D) Otras patologías objetivadas en el injerto:
Entre las patologías diagnosticadas previamente a la
detección de CMV en el injerto hepático se observó gie las 16
hepatitis por CMV objetivadas en esta muestra prospectiva
fueron precedidas por, al menos, un episodio de rechazo agudo
<p=0,0339) (Tabla 8>. Con respecto a las patologías biliar e
isquémica, entre los 16 pacientes con hepatitis por CMV en 3
existió un solo diagnóstico previo de patología biliar y en 3
existieron diagnósticos previos de patología isgiémica. <Tablas
9. y 10.)
FI
Y
la
las
Y
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TABLA 8: Hepatitis por CMV en relación con Episodios previos
de Rechazo Agudo
Rechazo Agudo
Prévio
Hepatitis CMV
Si No
Si 16/77 61/77
No 0/18 18/18
Total 16/95 79/95
pO, 0339
TABLA 9: Hepatitis por 014V en relación con Patología Biliar
previa
Patol. Biliar
Prévia
Hepatitis CMV
Si No
Si 3/26 23/26
No 13/69 56/68
Total 16/95 79/95
p=O, 3965
TABLA 10: Hepatitis por CMV en relación con Patología Isqueniica
previa
Pat. Isquemica
Prévia
Hepatitis CMV
Si No
Si 3/10 7/10
No 13/85 74/85
Total 16/95 81/95
pO~ 2243
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11.21) La administración de anticuerpos monoclonales anti-OKT3
(inmunosupresión adicional)
Para verificar la posible implicación del uso de
anticuerpos monoclonales anti-OKT3 en el desarrollo de un
cuadro de infección y/o en el establecimento de la enfermedad
por CMV en el injerto hepático se aprovechó un cambio en la
política de uso de los anticuerpos monoclonales anti-OKT3 en
el período de recogida de estos datos prospectivos. Este tipo
de inmunosupresión adicional se utilizó frecuentemente en los
60 primeros casos de esta muestra (Tabla 11.) debido a que su
uso era de elección libre <no protocolizado) en cualquier caso
de rechazo agudo. Posteriormente, en los 35 siguienteS injertos
de esta serie, tal inmunosupresión adicional se protocolizó
limitándose exclusivamente para aquellos rechazos
corticoresistentes. Con el menor uso de ese tratamiento <de
50,0% a 8,6% injertos) se ha observado una significativa
disminución de la prevalencia de la infección (de 71,7% a 25,7%
injertos) <p=0,OOOl), y de la hepatitis por CMV <23,3% a 5,7%
injertos) (p=O,OOOl), aunque la ocurrencia de episédios de
rechazo agudo permaneció basicamente inalterada (p=0.8839).
TABLA 11: Relación entre el uso de OKT3 y la ocurrencia de RA
previo a la Infección y a la Hepatitis por 014V en los
injertos (¡10 95)
no
TxH
s (n0)
Infección
H
Hepatí OKT3
%%(n0)
10 Grupo 60 71,7 <43>j 23,3<14)
25,7 <9)1 5,7 (2)
50,0 (30) 81,0(49)
20 Grupo 35 8,6 (3) 82,0(29)
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III - RESULTADOS ARATOMOPATOLOGICOS:
La revisión histológica de las 853 biopsias disponibles
(muestra total) de los 191 injertos (160 pacientes) produjo un
grupo de 70 especimenes seleccionados al seguir los cuatro
criterios descritos en Material y Métodos y esquematizadas en
Ita Gráfico 1.
III.A) Cuadro Histológico de la Hepatitis por CMV:
La Hepatitis por CMV, definida por la inclusión
citomegálica, manifestó en 23(100%) biopsias un cuadro
microscópico con las características listadas en la Tabla 12
que también expresa su correspondiente incidencia porcentual.
Las inclusiones estuvieron siempre presentes en los
hepatocitos pero se observaron también en el epitelio biliar
y en el endotelio, si bien estos dos tipos celulares estaban
afectados en menos de un tercio de los casos. Las inclusiones
nucleares son las clásicamente descritas como masa eosinofílica
o anfofílica rodeada de halo claro que la separa de la
cromatina rechazada a la membrana nuclear <Cowdry A) <FIG.3).
En el estudio de las inclusiones hepatocitarias, además
de la constante afectación del núcleo en este grupo de
biopsias, también se observó frecuentemente un cambio
citoplasmático en la gran mayoría de estos especimenes.
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TABLA 12: Caracterización Histopatológica de la Hepatitis por
CMV <HE) - 23 biopsias (100%) de 20 pacientes
Caract.Histológicas N0 Biopsias (%)
INCLUSION
Tipo de Célula:
Hepatocito
núcleo solo
citoplasma solo
ambos
Epit.Biliar
Endotélio
Reación Inflaiflat.
peri - inclusión:
Sin
Con
Situación Mixta
23
23
3
0
20
4
6
2
6
15
(100>
(100)
(13,0)
(0,0)
(87,0)
(17,4)
(26,1>
(8,7)
<26,1)
<65,2)
FID
Tipo Celular:
mixto
neutrofílico
linfocitario
lipogranuloma
inf.sinusoidal
granuloma
Unico
Combinado
21
17
8
0
2
1
1
13
8
(91,3)
<73,9)
<34,8)
(0,0)
<8,7)
<4,3>
(4,3)
(56,5)
(34,8>
CARACT. GENERALES
Anisocariosis
Anisocitosis
Hipercromatismo
Mitosis
12
9
14
10
<52,2)
(39,1)
(60,9)
(43,5)
Consistió en un granulado basófilo denso en un abundante
<citomegálico) citoplasma, que presentaba una morfología
discreta y reconocible. Se interpretó como un acúmulo de
productos virales y, por tanto, se denominé inclusión
citoplasmática (FIG.4) . Ambos tipos de inclusiones fueron
observadas predominantemente en hepatocitos aunque, también
rl
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fueron detectadas en epitelio de ductos biliares y en células
endoteliales (FíO. 5 y 6)
Además del carácter patognomónico de la inclusión nuclear,
la alteración microscópica del tejido mostró
característicamente un Infiltrado Inflamatorio Diseminado
(91,3% de las biopsias con inclusión) . Tal infiltrado se
presentó mayoritariamente en focos (solo fue además difuso en
un caso -infiltrado sinusoidal-) . Estos focos eran múltiples
en cada lobulillo, por lo que se consideró oportuno el término
de “focos inflamatorios diseminados” para este cuadro
histológico acompañante de las inclusiones virales. Los focos
mostraron tendencia a localizarse en una determinada zona del
lobulillo hepático, pudiendo verse centrales, mediozonales o
periportales (FIG.7 y 8)
El tipo de célula inflamatoria de estos focos no siempre
fue la misma. Se caracterizaron 2 tipos de focos (FIGS.9,10,ll
y 12) : exclusivamente leucocitarios (de polimorfonucleares) y
mixtos (de leucocitos y linfocitos) . Algunas biopsias mostraban
un solo tipo de foco inflamatorio (leucocitario o mixto) pero
no era infrecuente una combinación de la presencia de focos
mixtos y de focos leucocitarios en el mismo cilindro.
Granulomas perfectamente caracterizados con inequívocas células
epitelioides solo se evidenciaron en 1 caso (FIG.13) . Gotas
grasas rodeadas de monocitos/macrófagos, sin carácter
epitelioide, existieron en 2 casos.
Se realizó un estudio exhaustivo de la relación entre
inclusión y foco inflamatorio en cada tejido. Se encontraron
rl
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todas las posibilidades: a) célula con inclusión sin infiltrado
circundante b) célula con inclusión rodeada de infiltrado y c>
infiltrado solo (sin inclusion en relación con este foco que
tampoco la mostró en cortes seriados) .Además, en la mayoría de
las biopsias, existía una coincidencia de situaciones a y b.
Otros caracteres fueron frecuentes y se tabularon para
incluirlos en el cuadro descriptivo: anisocariosis e
hipercromatismo hepatocitarios estuvieron presentes en más del
50% de los casos sugeriendo relación con el agente patógeno.
También se observaron mitosis típicas y anisocitosis en un
relevante número de biopsias.
La disfunción del injerto que motiva la toma biópsica
puede ser de etiología múltiple por lo que se estudió la
coincidencia de otras alteraciones histológicas no atribuibles
a CMV. Estas alteraciones permitieron en muchos casos otro
diagnóstico anatomopatológico (DAP) sincrónico con el de
Hepatitis por CMV en la misma biopsia <Tabla 13) . En 10
TABLA 13: Diagnósticos Anatomopatológico asociados a Hepatitis
por 014V en las 23 biopsias con 014V demostrado por HE
Asociado Número <%)
Con Otro DAP 13 (56,5>
Rechazo Agudo 8 <61,5)
Pat. Isquémica 2 <15,4)
Rechazo Crónico 1 (7,7)
Pat. Biliar 1 <7,7)
Otra Virasis Oport. 1 <7,7)
Sin Otro DAP 10 (43,5)
biopsias <43.5%) el CMV fue la única alteración histológica que
justificó la disfunción del injerto. Pero cabe resaltar que más
RESULTADOS -91
de la mitad de las Hepatitis por CMV se asoció con otro DAt’
característico de disfunción. El rechazo agudo fue el más
frecuente DAP entre estas asociaciones de la Hepatitis por CMV.
Un caso de rechazo crónico fue del tipo “acelerado” <acute
vanishing bile duct syndrome) observado en el día 31 posTxH.
El día posTXH en que se diagnosticó la Hepatitis por CMV
con inclusiones fue 43±10 <intervalo 21-61 días)
III.B) Cuadro histológico SUGESTIVO de Hepatitis por CMV:
La presencia de tocos inflamatorios diseminados sin
preferente localización lobulillar que no evidenciaron
inclusión en ninguna localización del tejido hepático
biopsiado, a pesar de nuevos cortes teñidos con HE, se observó
en 34 biopsias entre las 853 disponibles en la serie (FIG.14)
Un análisis de los focos inflamatorios <tipo de
infiltrado, combinaciones) y de las otras características
generales se expone en la Tabla 14.
Se realizó un estudio comparativo (Chi Cuadrado) de las
frecuencias de cada cambio histológico en el grupo de biopsias
con diagnóstico seguro (inclusión) de Hepatitis por CMV (ITI.A)
y este grupo denominado Sugestivo, no hallándose diferencias
significativas, o sea, las variables porcentuales se
comportaron igual en ambos grupos a pesar de algunas
diferencias de porcentajes.
También se realizó un estudio estadístico comparativo
(comparación de proporciones) de la incidencia de los otros
posibles diagnósticos de disfunción del injerto que se
II,
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asociaron en el grupo de biopsias con diagnóstico seguro y en
el denominado “sugestivo de hepatitis por CMV” (Tabla 15) . No
se obtuvieron diferencias significativas que distinguieran
ambos grupos como distintos en función de su asociación.
TABLA 14: Comparación de las Características Histológicas del
Cuadro Sugestivo de CMV (34-100%) sin Inclusión y de las de la
Hepatitis por CMV (23-100%>.
Características jCuadro Sugestivo
Histológicas N0biop. <%)
Hepatitis CMV
N0biop. <‘a>
FIn 34 (100) 21 (91,3>
Tipo Celular:
mixto 17 <50,0) 17 (73,9)
neutrofílico 12 <35,3) 8 (34,8)
linfocitos 6 (17,6) 0 <0,0)
inf.sinusoidal 5 <14,7) 1 (4,3)
granuloma 4 (11,8) 1 (4,3>
lipogranuloma 1 (2,9) 2 (8,7)
Unico 24 <70,6) 13 <56,5)
Combinado 10 <29,4) 8 <34,8)
CARACT . GENERAL.
anisocariosis 20 <58,8> 12 (52,2)
anisocitosis 13 <38,2> 9 (39,1)
hipercromat. 15 (44,1) 14 (60,9>
mitosis 11 <32,4) 10 (43,5)
El día posTXH
hepatitis por CMV”
en que se diagnosticó “sugestivo de
fue 69+66 <intervalo 7-373 días) . La
comparación de esta “media ±desviación estandar” con la del
cuadro diagnóstico mostró diferencia significativa (p=0.0l2)
Para valorar más definitivamente el grado de seguridad
diagnóstica de estos cuadros “sugestivos” es preciso exponer
previamente los resultados de las técnicas de inmunohisto-
química y de hibridación in situ en las biopsias de ambos
grupos, trás cuyo apartado se reportarán los datos pendientes
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al respecto (IIT.D).
TABLA 15: Comparación entre los Otros DAPs asociados a las 34
biopsias Sugestivas de Hepatitis por CMV y a las 23 de
Hepatitis por 014V.
DAP Asociado ¡HepaSugestivo CMV<HE) títis CMV <HE)
Con Otro DAP
FA
RC
Pat.Isquémica
Pat.Eiliar
NCL
Hep.lobulillar
Otra Virasis
Camb.Mínimos
Sin Otro DAP
29 (85,3)
22 (75,9)
0 (0,0)
1 (3,4)
0 (0,0)
1 <3,4)
1 (3,4)
2 (6,9)
2 <6,9)
5 (14,8)
13 <56,5)
8 (61,5)
1 (7,7)
2 <15,4)
1 <7,7)
0 (0,0)
0 (0,0)
1 <7,7)
0 <0,0)
10 <43,5)
TOTAL 34 (100) 23 (100)
Test de Comp. de proporciones p-O,
36)
111.0) Resultados con las técnicas de Inmunohistoquímica <IHQ>
e Hibridación in situ (BIS):
A las 70 biopsias selecionadas se les ha aplicado la
técnica de IHQ anti-CMV usando anticuerpos monoclonales
(FTGS.l5.16,17 y 18). La técnica de HIS mediante sonda DNA-
específica para CMV ha sido utilizada en 69 especímenes
(FTGS.19,20,21 y 22). No se realizó en un caso debido a la
escasez de tejido.
Un total de 35 biopsias correspondientes a 27 pacientes
fueron diagnosticadas de Hepatitis por CMV por uno o más de los
tres métodos utilizados <HE, IHQ e HIS>
Las técnicas de IHQ y de HIS resultaron positivas tiñendo
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las inclusiones y también tiñendo nucleos y/o citoplasmas que
morfologicamente eran normales y que, sin embargo, albergaban
antigenos virales (IHQ) o DNA viral (HIS)
La comparación de las cifras de positividad obtenidas por
cualquiera de las técnicas divididas por el total de biopsias
positivas permitió identificar la sensibilidad de cada método
(Tabla 16) . La IHQ resultó ser la más sensible identificando
el 82,9% de las tejidos positivos mientras que la HIS detectó
tan solo el 48,6% (p=0.0323) . Como ejemplo práctico de estos
índices de sensibilidad hay que hacer notar que en 10 biopsias
de seis pacientes con IHQ positiva no se objetivaron
inclusiones por el convencional examen histológico con HE.
Sin embargo, es oportuno un análisis detallado de los datos
ofrecidos por cada técnica antes de concluir que la IHQ es la
técnica idonea.
TABLA 16: Comparación de Técnicas Histológicas! 1- Sensibilidad
<35 biopsias/27 pacientes)
Técnica
[Diagnóstica
Pacientes
N0 (%>
Biopsias (+)
N0 (U
(~)
por HE
-_____________
por IHQ
20 (74,1) 23 (65,7) 23/35 = 0,66
24 (88,9) 29 (82,9)* 29/35 = 0,83
por HIS 14 (51,9) 17 (48,6)* 17/35 = 0,49
(o> senoibilidad * p—&,O324 (IHQ/HIS>
En la Tabla 17 se hace un recuento de los fallos de cada
método: Todas las situaciones presentadas con una, dos o tres
técnicas positivas han sido contempladas. Tan solo 14 biopsias
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de las 35 positivas lo han sido por las tres técnicas. En 8
biopsias la IHQ fue la única técnica que demostró el agente
patógeno en tejido. Pero la contrapartida a tan alta
sensibilidad es que en 4 biopsias que habían mostrado inclusión
en HE, el estudio IHQ no evidenció ninguma célula positiva
(portadora de antígenos del CMV) y en el corte utilizado para
esta técnica tampoco apareció inclusión alguna.
TABLA 17: Comparación de Técnicas Histopatológicas: II-
Distribución de biopsias segun las situaciones
presentadas en su estudio con las 3 técnicas.
Situaciones HE IEQ BIS
posibles
Biopsias +
140%
Situación A + + +
Situación E - + -
Situación C + + -
Situación D + - -
Situación E - - +
Situación F - + +
Situación G - + NR
14 <40,0)
8 (22,8)
5 <14,3)
4 (11,4)
2 (5,7)
1 (2,9)
1 <2,9)
NR - No realizable
Se han analizados los siguientes datos para tratar de
explicar las distintas sensibilidades de las tres técnicas
valoradas y la posibilidad de falsos negativos:
1~> Tipo de célula portadora de produtos del CMV
(hepatocito, epitelio biliar, endotelio)
20) Lugar celular que alberga el producto (nucleo,
citoplasma, ambos)
30) Tipo de producto viral identificado <antígenos virales
inmediatos,tempranos y/o tardíos, DNA viral)
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40) Existencia o no de alteración de las características
citológicas: citomegalia, inclusión nuclear, inclusión
citoplasmática, morfología NORMAL.
50) Cantidad del virus (DNA) o de sus productos
(antígenos) o de sus consecuencias (alteraciones
morfológicas - inclusión citomegálica)
TABLA 18: Comparación de Técnicas Histológicas: III-
Distribución de biopsias por localización <núcleo/citoplasma)
y Tipo de célula con 04V’ demostrado.
Tipo de
célula
HE <23=100%>
<U
IHQ (29=100%)
<U
BIS <17=100%)
<U
Hepatocito
núcleo solo
citopl.solo
ambos
23
3
0
20
(100)
(13,0)
<0,0)
(87,0)
29
10
1
18
(100)
(34,5)
<3,4)
<62,1)
17
9
0
8
(100>
<52,9>
(0,0)
<47,1)
Epit.Biliar 4 (17,4) 3 (10,3) 2 <11,8)
Endotelio 6 (26,1) 5 <17,2) 4 (23,5)
En la Tabla 18 se analizan los tres primeros factores: El
hepatocito siempre está comprometido y alberga productos
virales, mientras que una minoría de las biopsias ha presentado
positividad en epitelio biliar y/o en endotelio. Coincidentes
inclusiones citoplasmáticas y nucleares <HE) y coincidente
presencia citoplasmática y nuclear de antigenos virales (IHQ)
fueron las situaciones más frecuentes. Sin embargo, aunque fue
predominante la situación nuclear del DNA viral (HIS>, también
pudo demostrarse dotación genética del CMV en el citoplasma.
En los casos que hubo afectación de células del epitelio biliar
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o de células endoteliales fue siempre dificil constatar con
seguridad inclusiones citoplasmáticas.
El 40 factor, que se refería a la morfología normal o
patológica de las células, es importante para explicar la mayor
sensibilidad de la IHQ puesto que demuestra antígenos virales
en nucleo y citoplasma de células normales morfologicamente;
(que siempre pasarán desapercibidas en HE) (FIG.17) . También
la HIS evidenció 5 casos positivos que presentaban células sin
alteraciones morfologicas en HE (FIG.20) . Sin embargo su
sensibilidad también en este grupo de casos fue
significativamente menor (p=0,0106) que la IHQ. (Tabla 19)
TABLA 19: Comparación de Técnicas Histológicas: IV-
Distribución de biopsias según presencia de células positivas
con imagen citológica normal.
Técnicas
Diagnósticas
Células “Normales” <+) TOTAL
Si No
IHQ 19 10 29
HIS 5 12 17
p=O .0106
El 50 factor (cantidad de producto viral) explicará los
falsos negativos de la IHQ y de la 1-lIS. Aunque la IHQ nos
revela la positividad de células morfologicamente normales,
frecuentemente una sola célula es positiva y a veces existe una
sola inclusión en el corte del cilindro estudiado. En la Tabla
20 se expone la amplia variación en el número de células
positivas por cilindro hepático estudiado y las diferencias
inter-técnicas. La mínima positividad <1 a 5 células afectas)
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es la fracción porcentual más alta (situación más frecuente)
de todas las biopsias y en las 3 técnicas de demostración del
CMV.
TABLA 20: Comparación de Técnicas Histopatológicas V:
Distribución de las biopsias según el número demostrado de
células con CMV por cilindro.
<++~
<‘e)
Técnicasi <+~
Diagnóst .[NO (~)__1_N0
HE 12 (52,2) 7 <30,4)
<+++)
N0 <‘e)
Total
N0 <‘e>
4 (17,4) 23 (100)
IHQ 16 (52,2) 3 <10,3) 10 <34,5) 29 (100)
BIS 11 <64,7) 4 (23,5) 2 <11,8) 17 <100)
CO menos de 5 células positivas
C++) entre 5 y 10 células positivas
(-4-4+) más de lo células positivas
El número de cortes disponible para cada tipo de estudio
(HE,IHQ,HIS> es también un factor importante: debe tenerse en
cuenta que la incubación con antisuero (IHQ) o con sonda de DNA
(HIS> se realiza en un solo corte por motivos técnicos y
económicos. Por el contrario, el estudio al microscópico optico
convencional se hace en múltiples secciones depositadas en un
solo porta y además valorando más cortes teñidos con FAS
diastasa, Masson, etc. La evidencia microscópica de la
inclusión es tan obvia que es dificil que pase desapercibida
al observador aún en técnicas histológicas distintas a la HE.
El tiempo postrasplante en que se demostró el CMV fue
similar con las tres técnicas valoradas (Tabla 21) . Entre el
200 y 900 día postrasplante es el periodo de riesgo hepatítico
por CMV, con máxima incidencia entre el 400 y el 600. Sin
embargo es importante señalar la presencia de dos casos
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extremos altos <outliers en estadística técnica) después del
día 1000 posTXH (día 1140 y 3730) . Estos 2 casos solo fueron
demostrados por IHQ y han alejado el tiempo medio de
diagnóstico por esta técnica, aunque la comparación inter-
técnicas de estos datos no alcanzó significación estadística.
TABLA 21: Comparación de Técnicas Histopatológicas VI: Tiempo
de Diagnóstico de Hepatitis por CMV en pacientes y por biopsias
[Técnicas ¡NO Pac. ¡TODAP (interv> INO Biop. ¡TODAP <interv)
HE 20 44+11 <21-61) 23 43+10 <21-61)
IHQ 24 47+19 (23-114) 29 59±62 <23-373)
HIS 14 47+15 (25-88) 17 50±15 <25-88)
Total + 27 46+19 (21-114) 35 59+57 <21-373)
IIt.fl) Grado de confirmación del Cuadro “SUGESTIVO de Hepatitis
por CMV”. Su patocronia:
Las 34 biopsias con criterios histológicos sugestivos de
CMV pertenecían a 22 pacientes. Las técnicas de IHQ y/o HIS
confirmaron inequívocamente la etiología por CMV en 8 biopsias
(23,5%) correspondientes a 8 pacientes (36,4%). (Gráfico 2)
a) Cuadro “sugestivo” confirmado:
En la Tabla 22 se expone la técnica que ha confirmado el
cuadro histológico sugestivo (6 por medio de IHQ y 2 por medio
de HIS> como definitivamente diagnóstico de presencia de CMV
en hígado.
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GRAFICO 2: Porcentaje de biopsias y pacientes con cuadro
histológico ‘Sugestivo de Hepatitis por CMV” confirmada.
BIOPSIAS PACIENTES
Confirmados
Confirmados
No confirmados
No confirmados
34 (100%) 22 (100%>
También en esta Tabla 22 se han expuesto las biopsias de
los citados pacientes que habían mostrado CMV en su injerto en
algún periodo de su siguimiento. Tres pacientes no habían sido
diagnosticados de infección CMV de su injerto si no se hubiera
valorado este cuadro “sugestivo” y aplicado en sus biopsias las
técnicas especiales (= no otras biopsias positivas) . En los
otros cinco se había diagnosticado CMV por la inclusión en HE
de biopsias previas. El hecho de que el cuadro sugestivo de
infección hepática por CMV se haya confirmado posteriormente
a la objetivación previa de la Inclusión Citomegálica obliga
a considerar la patocronia de este cuadro morfológico. Para
ello es preciso ofrecer los resultados del análisis de los
II. It
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cuadros sugestivos no confirmados.
TABLA 22: Seguimiento biópsico de los pacientes con Cuadro
Sugestivo de Hepatitis por CMV confirmado por IHQ/HIS y día
posTxH de sus biopsias.
N0 paciente día posTXH DAt’ (HE) IHQ HIS
n”2 +
n06
32
42
47
54
75
96
n012 67
114
n028 44
58
n030 30
40
373
n031 55
88
n032 7
36
62
70
n037 21
26
SUG*
SUG
CMV
CMV
SUG*
Suc
Suc
SUG*
CMV
SUG*
Suc
CMV
SUG*
CMV
SUG*
Suc
CMV
SUG*
Suc
5UG
SUG *
+
+
N.R.
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
* omeos conf irmados por lito y/o BIS
NR, no realizado
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b> Cuadro “Sugestivo” NO confirmado:
En 26 biopsias el cuadro histológico sugestivo de
infección por CMV no se confirmó con las técnicas especiales.
TABLA 23: Seguimiento biópsico de los pacientes con CUADRO
SUGESTIVO de Hepatitis por CMV NO CONFIRMADO por IHQ/HIS.
Paciente Día posTXH CMV hepático Intervalo
número de Sug.CMV en algun entre Sug
no conf. <día posTxfl) <-> y CMV
- 10 días
- 21 días
+ 10 días
+ 47 días
+ 11 días
+ 29 días
+ 10 días
+ 29 días
- 8 días
- 19 días
- 49 días
+ 5 días
42
17 6/195
39
96
29
SI
NO
<32>
43
67
8
NO
SI
NO
SI
SI
NO
64/7 9
25
n0 2
n0 3
n05
n06
no 8
n011
n012
n013
n014
~0 16
n021
n024
n025
n026
n029
n030
n032
n033
n036
n037
<75>
<53)
<114>
NO
NO
40
102
SI
NO
(51)
(68)39
69
30/40
30
7
70
52/65
56
86
21
SI
NO
NO
SI
SI
SI
NO
SI
SI
SI
(40)
<36>
<62)
(37)
(37)
(26)
(4 - Sug..tlvo no confirmado postarior . cxv
(+) — Sugestivo no contirwado anterior a cxv
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III.e) Evolución de la Hepatitis por CMV <Tabla 24>:
La permanencia de la hepatitis por CMV se comprobó como
máximo en 33 días (paciente n0 31) por demostración en
sucesivas biopsias. Se observó recidiva en 1 paciente (n0 30)
en el que mediaron 333 días entre los dos episódios de
disfunción atribuida al CMV demostrado en su tejido hepático
TABLA 24: Evolución Histológica
Hepatitis por CMV.
de los 27 pacientes con
N0 PAC CMV(día) B.Siguient. Ultima B. E.Actual
n0 1 53 HCA<123) Ci (729) RTXH
n”2 32 RA (61) ECA <803) Muerto
n04 54 PB (73) PB+RC<250) Muerto
n06 47/54/75 RA (153) RC (500) RTXH
n0 7 54/61 PB (78) HCA (633) Vivo
n0 9 55 PB (89) PB (89> Vivo
n0 10 41 RA (70) Ci (519> Muerto
n0 11 53 RA (77) RC (250) RTXH
n0 12 114 Vivo
n0 15 59 ISQ+PE<169> TSQ+PB(169) RTXH
n017 54 RA (90) RC (283) RTXH
n0 18 21/35 Vivo
n0 19 25 C.Mín. <81) PB (142) RTXH
n020 31 RC (48) RC (153) RTXH
n0 21 51 RA (73) HSA (106) RTXH
n0 22 23 RA (40) ESQ (89> Muerto
n0 23 32 RA (92) FA (92) Vivo
n0 25 68 RC (96) RC (141) RTXH
n0 27 38 PB <112) RC (367) Vivo
n0 28 44/58 HCP <305) HCP <305) Vivo
n0 30 40/373 FA <116> RC (839) Vivo
n0 31 55/88 C.Mín. (379) HCA (1381) Vivo
n0 32 36/62 FA <70) C.Mín. (965) Vivo
n0 34 39 HCA <105> ECA (371) Vivo
n0 35 45 HLob. <55> HCP <695) Vivo
n036 37 RA <86) NCL (240) Vivo
n037 26 C.Mín. (43) 1W (313) Vivo
Día <46±19) <107±76) (416±324)
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y con 3 biopsias intermedias sin evidencia de este virus
<diagnosticadas de rechazo agudorfactor de riesgo)
Se comprobó remisión de la Hepatitis por CMV en todos los
casos: la siguiente biopsia a la última que diagnosticó CMV se
realizó en un período posterior de 107±76 días; fue motivada
por otra disfunción hepática, pero sirvió también para
comprobar la desaparición del CMV en todos los casos.
En esta serie, que cuenta con un siguimiento medio
histológico de 416+324 <última biopsia del injerto) , no se
observaron fallecimientos o pérdidas del injerto atribuibles
a CMV <ausencia de CMV en este tejido hepático final)
El estado actual <al cierre del estudio) de los 27
injertos que sufrieron hepatitis por CMV muestra que 12
injertos permanecen funcionando y 13 injertos se perdieron (4
fallecimientos y 9 retrasplantes) . La supervivencia actuarial
al año de estos pacientes fue 85,2%. No existe diferencia
significativa cuando este porcentaje se compara con el
correspondiente en el Programa de Trasplante Hepático del
Hospital 12 de Octubre en una muestra de 100 pacientes
consecutivos (supervivencia del paciente = 74,2% al año>
El último estudio histológico de estos injertos demostró
una ductopenia en más de un 50% de los espacios porta <criterio
diagnóstico de rechazo crónico) en 9 casos. Se analizó
estadisticamente la posible asociación entre infección por CMV
del injerto y posterior evolución a rechazo crónico <Tabla 25)
Se evidenció que la asociación es estadisticamente
significativa (p=O,04) -
RRSULTADOS -tOS
TABLA 25: Contigencia de la asociación Rechazo Crónico y
Hepatitis por CMV Previa, en los 191 injertos (100%).
Hepatitis CMV Rechazo Crónica
Si (37) No <154>
Si (27>
No (164>
p=O 04
rl
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1 - INCIDENCIA DE INFECCION Y HEPATITIS POR CMV:
El desarrollo de anticuerpos séricos anti-04V
(indicativos de contacto prévio con el CMV) es un hecho
frecuente en la población general, cuya respuesta celular
inmune es adecuada. La incidencia de infección aumenta conforne
se avanza en edad, dependiendo también de las condiciones
socioeconómicas y de desarrollo [82,109,210]. Las cifras de
prevalencia de anticuerpos positivos en la población mundial
se informan entre el 40% y el 100% [82,89,139]. También en
España también las prevalencias muestran una amplia variación
(entre el 50,8% y el 72,3%); ello es posiblemente dependiente
del tipo de población estudiada por los distintos autores
[7,140].
Entre los pacientes con trasplante hepático las cifras de
infección activa por CMV oscilan entre 50% y 85% [11,48,50,95,
l01,104,109,148.154,221] . Nuestro resultado <59,8%) se sitúa
dentro de este intervalo <Tabla 1) . Al ofrecer este dato es
preciso resaltar que las variaciones entre las cifras de los
distintos autores dependen de los criterios utilizados para la
selección de la población estudiada. Así: la edad considerada
(adultos y/o niños), las fechas de supervivencia de los
pacientes incluidos en el estudio (15, 30, 60 días posTx) , la
inmunosupresión utilizada, la inclusión o no de retrasplantes,
la cantidad de muestras recogidas por protocolo para cultivo
(sangre, orinaexudados>, etc. En este estudio se incluyeron
prospectivamente todos los pacientes sin profilaxis pre-
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trasplante anti-CMV que sobrevivieron más de 15 días durante
un mismo periodo de TxH o RIxE como se indicó en los criterios
referidos en el apartado Material y Métodos.
El injerto hepático es el órgano que más frecuentemente
se afecta en la enfermedad por CMV (hepatitis por CMV> durante
el estado post-trasplante [109,195,212], alcanzando cifras que
oscilan entre 4% a 34,6% [38,48,109,160,161,187,212]. En el
presente estudio 19,5% de los pacientes presentaron un cuadro
de hepatitis por CMV documentado por la biopsia hepática. Las
variaciones de tasas de ocurrencia pueden deberse a: 10) las
distintas metódicas y protocolos de los distintos equipos, 20)
el empleo de unas u otras técnicas de diagnóstico, 30) la
ausencia de unos criterios definidos en los conceptos
“infección”, “enfermedad” y “hepatitis” cuando la etiología es
CMV, 40) la selección o la ausencia de selección de los
donantes segun tengan o no serología positiva y se adjudiquen
o no a receptores positivos o negativos y 50) la existencia
rutinaria, en el Banco, de exploración serológica específica
de la sangre transfundida.
El comportamiento del CMV en los nifios trasplantados
hepáticos es de interés porque pueden responder distintamente
a la infección por CMV y porque mayor proporción de ellos no
estan previamente infectados por este virus <seronegativos)
[16,50,l0l,180,181] . Además, en el intento de buscar un hígado
de tamaño adecuado, muchos de los donantes son también niños,
y por tanto con una mayor posibilidad de la combinación D-/R-.
De hecho, la incidencia de hepatitis por CMV en la población
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infantil trasplantada hepática se informa más baja que en la
población adulta [160] . Sin embargo en esta serie la incidencia
de hepatitis por CMV fue mayor entre los niños que entre los
adultos (30% Vs 18%) aunque la diferencia de porcentajes no
resultó estadísticamente significativa. A pesar de ello, este
resultado obliga a considerar las posibles causas de
discordancia con la literatura: esta muestra de pacientes
infantiles es escasa <10 casos) y la incidencia de un 30%
proviene de 3 hepatitis por CMV; una sucedió en una combinación
de serología anti-CMV D+/R-, otra en retrasplante trás fallo
primario y la última en trasplante indicado por previa
hepatitis fulminante. La situación de gravedad extrema,
favorecedora de una reactivación viral, y en los 2 últimos
explica el deslizamiento de este porcentaje hacia una cifra
aparentemente discordante.
Las incidencias de infección y de hepatitis por CMV no
mostraron diferencia significativa entre varones y mujeres
(Infec.CMV 63,6% vs 51,8% - Hepat.CMV 18,2% vs 22,2%). Tales
datos están en concordancia con los referidos, aunque pocos son
los autores que abordan este tema epidemiologicamente [82,210].
La objetivación de viremia es el dato más predictivo de
un posterior desarrollo de enfermedad por CMV entre las
exploraciones utilizadas para determinar la reactivación de la
infección latente o la primoinfección [4,l1,40,109,125,187]
También en nuestros 16 pacientes con hepatitis por CMV fue la
viremia el dato positivo más frecuentemente observado antes del
diagnóstico biópsico (7 pacientes) . Por el contrario la viruria
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lo fue después de esta confirmación diagnóstica (Tabla 4) Es
importante comentar que en dos de los 16 pacientes con
hepatitis por CMV no se objetivó el CMV en ninguna muestra de
cultivo antes o después del diagnóstico biópsico. Podría
parecer que esta negatividad debe relacionarse con la
frecuencia protocolizada de la recogida de muestras en este
hospital, sin embargo Bronsther,O et al <1988) en el Pittsburg
Health Center, han observado similar resultado en una serie de
17 pacientes: Dos de ellos no presentaron aislamento positivo
de CMV por cultivo en ninguma muestra durante la evolución de
su hepatitis por CMV [18]. Los hechos comentados en este último
párrafo apuntan hacia preeminencia del estudio histopatológico
sobre los cultivos virológicos como medio de diagnóstico en la
hepatitis por CMV.
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II- FACTORES DE RIESGO DE INFECCION Y DE HEPATITIS POR CMV:
En nuestra población de pacientes trasplantados hepáticos
se demostraron estadisticamente cuatro factores predictivos de
riesgo para el desarrollo subsecuente de infección activa y/o
hepatitis por CMV. Estas variables de riesgo han sido: 1) la
hepatitis fulminante como hepatopatía terminal que indicó el
TxH, 2) la seropositividad anti-CMV del donante en receptores
seronegativos, 3) el rechazo agudo como dato de curso clínico
y 4) el uso de anticuerpos monoclonales anti-OKT3 como
inmunosupresión adicional para los RA corticoresistentes.
La mayor frecuencia de hepatitis fulminante previa (~z EPA
en Tabla 5) que se observó entre los pacientes que
desarrollaron hepatitis por CMV fue demostrada como diferencia
estadisticamente significativa. No ha sido referida en la
literatura como factor de riesgo pero es conocida la situación
de mayor gravedad en que estos pacientes son trasplantados
[8,152]. Posiblemente una situación tan comprometida condicione
una mayor posibilidad de reactivación del CMV.
La incidencia de infección activa y de hepatitis por CMV
estuvo claramente relacionada con el estado serológico del
donante y del receptor antes del TxH (Tabla 7) . Enfermaron más
(66,7%) los receptores que sufrieron una infección primaria
(seronegativos que recibieron un órgano seropositivo) que las
demás combinaciones donante/receptor en concordancia con la
bibliografia revisada [109,212,228]. En la presente serie,
cuando la combinación fue D+/R+ la incidencia de infección y
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de hepatitis por CMV se mostró más alta que en la combinación
D-/R+ (54,4% vs 33,3% para Infección y 13,8% vs 11,1% para
Hepatitis) . Recientemente se ha demostrado que la infección por
CMV en los pacientes serologidamente positivos puede ser debida
tanto la reactivación del CMV del huésped como a la adquisición
de una nueva cepa de CMV procedente del donante [4,27,109,212].
Mediante análisis de restricción enzimática se ha comprobado
que esta nueva infección (reinfección> puede ser más frecuente
que la reactivación entre los receptores seropositivos con
órgano de donante también seropositivo 14,27,76]. El árgano
donante es la fuente más importante de transmisión de CMV
[4,27,109,187,212] tanto en individuos seropositivos como en
seronegativos. Ello sugiere que la infección primaria podría
prevenirse sí se utilizaran órganos de donantes seronegatívos.
Sin embargo, la elevada seroprevalencia de la infección en
nuestra población, condiciona un escaso número de donantes de
estas características y recomienda asumir este riesgo. Dicho
riesgo puede ser disminuido si el equipo de trasplante hepático
tiene los medios y la experiencia necesarios para reconocer
tempranamente la enfermedad por CMV y para tratarla. En la
experiencia previa de una situación similar como es el
trasplante renal, Johnson et al [971 concluyeron que la
gravedad y las consecuencias de la enfermedad por CMV no
justificaban el denegar un órgano seropositivo a un receptor
seronegativo. Hoy día este problema ha sido también mejor
controlado con el uso de la profilaxis antiviral [2]
Es frecuente que las biopsias descubran una asociacion
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sincrónica o metacrónica de dos posibles etiologías de
disfunción del injerto: rechazo agudo (celular) e infección
activa por CMV [32,33]. El incremento de la inmunosupresión
para el control del rechazo agudo podría ser responsable de la
activación de la infección por CMV. Ello explicaría las
virasis post-rechazo. No obstante puede constatarse infección
por CMV productora de disfunción sin rechazo agudo previo y sin
inmunosupresión adicional a la basal. Es por ello que debe
comentarse la posible relación entre infección por CMV y la
alteración del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) . Se
ha desarrollado una creciente evidencia de la influencia de la
infección por CMV sobre la expresión celular de los antígenos
de la clase 1 y II y por tanto podría sugerirse una inducción
del RA por este virus [212] . Entre los 95 TxH estudiados,
siempre que hubo detección de CMV en el injerto hepático se
observó asociación estadisticamente significativa con uno o más
episodios de rechazo agudo previo (pct 01) . Por tanto en esta
serie el inicio de los episodios de disfunción hepática por CMV
debe relacionarse con el FA. La disfunción provocada por éste
pudo ser muchas veces continuada por la complicación virásica.
Sin embargo no hubo relación estadística entre el diagnóstico
de hepatitis por CMV y la ocurrencia previa de otras frecuentes
causas de disfunción del injerto como la patología biliar o la
patología isquémica.
A pesar de todo lo anterior no parece claro que el rechazo
agudo ‘tper se” sea definitivamente el más importante factor de
riesgo de infección y de hepatitis por CMV. El necesario
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aumento de la innunosupresión después de esta complicación
(corticoides y/o el uso de fármacos citotóxicos y/o de
globulinas anti-linfocitarias) parece ser el principal factor
que mejor explica la relación entre FA y posterior desarrollo
de infección y enfermedad por CMV [109,146]. Para aclarar si
el responsable de gran parte de la incidencia de CMV era el FA
o el uso de fármacos citotóxicos se aprovechó en este estudio
la implantación de un nuevo protocolo que redujo muy
sensiblemente el uso de anticuerpos monoclonales anti-OKT3.
Después de la redución de ese uso se observó una disminución
significativa de la prevalencia de infección y de hepatitis por
CMV <Tabla 11) . Sin embargo, todavía pennanece la duda de si
algunas características del rechazo pueden favorecer el
agravamiento de la infección por CMV. Los episodios de rechazo
más graves (corticoresistentes) siguen siendo factores de
riesgo de enfermedad por CMV [1091
En discordancia con lo informado por algunos autores [212]
que consideran al retrasplante como un factor de riesgo para
el desarrollo de la enfermedad por CMV, en este estudio las
porcentajes de hepatitis por CMV se mostraron más altos entre
los pacientes con injertos primarios que entre los pacientes
con segundos injertos (19,7% vs 10,5%).
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III - HISTOPATOLOGIA:
lILA) Cuadro viral oportunista clásico:
En la literatura editada como libro existe la descripción
de la afectación hepática por las virasis oportunistas <herpes
virus, adenovirus, CMV, etc) como un cuadro histopatológico
clásico [119,174,186,194,2063 - Consiste en una distribución de
focos inflamatorios y/o necróticos especialmente caracterizada
por la ausencia de localización zonal: los focos inflamatorios
se presentan irregularmente diseminados y sin preferencia por
una área definida del lobulillo. Este dato microscópico común
a varios virus no hepatotropos se complementa con otros
caracteres morfológicos que ayudan a determinar,
patognomonicamente o no, la etiología. Así, el herpes virus
muestra focos con necrosis coagulativa, mientras que el CMV se
asocia con anisocariosis y mitosis. La presencia de inclusiones
celulares añade caracterización al cuadro microscópico y ello
puede ser histologicamente definitivo (ej: polinucleación con
inclusión del herpes, megalocitosis del CMV, esmerilización
nuclear del adenovirus)
La relevancia que estos virus han tomado en la literatura
de publicación periódica actual es debida al aumento de la
prevalencia de la inmunodeficiencia adquirida espontanea <SIDA>
o yatrogénica <inmunosupresión provocada para evitar el rechazo
del injerto) . Esta relevancia no se ha acompañado de
valoraciones histopatológicas semiológicas. Es decir, el
complejo lesional que el patólogo valora para hacer
.ir
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diagnósticos microscópicos ha sido sustituido por “el dato”:
inclusión, positividad inmunohistoquimica, evidencia del agente
infeccioso “in toto”, etc. Así, en el tema del que se ocupa
este trabajo, la literatura periódica expone la importancia de
la histopatología en el diagnóstico de esta virasis [194], ello
hasta el punto de considerar la inclusión, en preparación
teñida con HE, como el “estandar” de comparación para evaluar
la idoneidad de otras técnicas de demostración del CMV en
tejido [54,150,160]. En la revisión de esta literatura no se
ha encontrado una descripción global del cuadro histopatológico
clásico por lo que la utilidad de su reconocimiento permanece
minusvalorada.
Es oportuna en este momento una revisión del cuadro
histológico diagnóstico de la hepatitis por CMV en orden a
evaluar posteriormente la utilidad de ese complejo lesional
microscópico sugestivo pero no concluyente.
En el presente estudio, el clásico cuadro histológico por
CMV fue observado en las 23 biopsias con inclusiones. En
concordancia con la literatura, hubo un mayor número de
inclusiones en los hepatocitos (núcleo y citoplasma) que en los
demás tipos celulares del hígado (endotelio, epitelio biliar)
donde tales inclusiones también pueden ser detectadas [30,31,
111,194].
Los focos inflamatorios no fueron siempre iguales.
Aquellos constituidos por una mezcla de linfocitos, macrófagos
y leucocitos fueron los mas frecuentes, seguidos por los
leucocitarios neutrofílicos puros. Estos últimos son altamente
ir
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peculiares ya que constituyen microabscesos que solo plantean
diagnóstico diferencial con colangitis agudas [157] . Los
granulomatosos (=células epitelioides) fueron excepcionales
aunque su relación con CMV es indudable [14,107,165]. Aunque
hubo biopsias con un tipo único de foco inflamatorio lo más
frecuente fue una coexistencia de foco inflamatorio mixto con
foco inflamatorio de célula única (neutrófilo)
Una valoración de la anisocariosis, la anisocitosis, el
hipercromatismo y las mitosis parece util al enfrentarse con
una biopsia de tejido hepático ya que estuvieron presentes en
al rededor del 50% de los casos estudiados (Tabla 12)
La relación topografica entre inclusión y foco
inflamatorio fue variada creando una incógnita patogénica de
esta inflamación en cuanto al por qué de la presencia de
infiltrados sin evidencia de inclusión cercana (sin material
viral) y al por qué de inclusiones no rodeadas por reacción
inflamatoria (vide mfra)
III.B) Cuadro “sugestivo de hepatitis por CMV”:
La recogida de biopsias con un cuadro “sugestivo de
hepatitis por CMV” que ofrece este trabajo ha puesto de
manifesto como dato positivo que un 23,5% de los mismos (36,4%
de los injertos de los que provenían) fueron definitivamente
confirmados como causados por CMV por las técnicas especiales,
específicas por demostrar antígenos o genomas virales.
Como datos negativos a favor de la etiología CMV de este
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cuadro están también: 1) la ausencia de diferencias
significativas entre las incidencias de los caracteres
morfológicos (poblaciones inflamatorias de los focos,
distribución de los mismos,etcj de las biopsias sugestivas y
de las diagnósticas, y 2) la ausencia de diferencias
significativas entre los tipos de diagnósticos asociados en las
disfunciones plurietiológicas (Tabla 15)
En orden a apoyar al CMV como posibilidad etiológica son
oportunos los análisis de los siguientes datos
circunstanciales: 10) el tiempo posTxH en que las biopsias
sugestivas se diagnosticaron de tal cuadro, 20) la existencia
de hepatitis por CMV confirmada en algun otro momento del curso
clínico de esos pacientes y 30) la sensibilidad de los
anticuerpos utilizados en la detección de los distintos
productos de CMV:
j0) El tiempo post-TsE en el que se observó el cuadro
sugestivo es significantemente más prolongado que el
tiempo en el que se observó el cuadro diagnóstico con
inclusiones. Este hecho exige un análisis detallado de los
casos sugestivos que fueron posteriormente confirmados y
de los casos sugestivos que no llegaron a una confirmación
definitiva. Las diferencias significativas entre los
tiempos medios (momento en que se diagnosticó “inclusión”
enfrentado a momento en que se diagnosticó “sugestivo”)
suceden por la existencia de “outliers” entre los
sugestivos pero que se confirman con técnicas específicas
(Tabla 22, caso 30 y caso 12) . Retirados de la prueba
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estadística los casos confirmados se observa que los que
no alcanzan confirmación (26 biopsias) si suceden en el
tiempo medio postmxH (61+43 días) de los definitivos.
Además esta ausencia de positividad no descarta que el
virus o sus antígenos estén en cantidad insuficiente para
alcanzar el nivel de sensibilidad de estas técnicas.
20) Diez <50%) de los 20 pacientes portadores de la
biopsia “sugestiva de infección por CMV” sufrieron esta
hepatitis confirmada 17+12 días antes o después de la
observación del cuadro sugestivo.
30) El antisuero utilizado teoricamente detecta antígenos
tempranos y tardíos del CMV con la misma sensibilidad
<información de la casa comercial) . El hallazgo de que
solo se confirmaron cuadros histológicos “sugestivos” de
CMV en pacientes en las que ya se había detectado CMV en
biopsias previas <Tabla 22) condujo a testar los
anticuerpos “detectores” - Se infectaron cultivos celulares
de fibroblastos intencionadamente. Se comprobó que en las
primeras 24 horas después de infectar dichos cultivos
existió positividad pero de intensidad mucho más debil que
la objetivada 48 horas después con el mismo antisuero
(FIG.23) . Esta menor sensibilidad para antígenos tempranos
del CMV podría explicar que aquellas infecciones iniciales
del hepatocito injertado produjeran alteración morfológica
(atracción de leucocitos) y, sin embargo, no fueran
detectadas por IHQ. En la Tabla 23 se observa que 7 de 11
biopsias “sugestivas” no confirmadas corresponden a
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pacientes que días más tarde desarrollan la hepatitis por
CMV.
Los anteriores datos y comentarios suscitan aqui una
consideración de la patocronia de las lesiones morfológicas
microscópicas:
- La mayoría de los casos “sugestivos” que se conf irmaron
correspondieron a pacientes que ANTES (biopsias más anteriores)
mostraron claras inclusiones y la mayoría de aquellos no
confirmados desarrollaron MAS TARDE el cuadro diagnóstico. Con
estos datos puede interpretarse que el cuadro histológico sin
inclusión es en la mayoria de los casos indicativo de a>
escasos antígenos o genomas virales y b> momento PREVIO o
POSTERIOR a la fase de estado de la infección activa en el
hígado.
III.C> Evaluación comparativa de las técnicas de demostración
tisular del CMV:
Por ser la hepatitis por CMV una frecuente causa de
disfunción del injerto posTxH es importante la valoración de
nuevas técnicas diagnósticas de detección de CMV en biopsia
hepática. Su utilidad es favorecer el diagnóstico y el
diagnóstico diferencial con otras síndromes posTxH y la
adecuación terapéutica del paciente trasplantado.
Entre las 70 biopsias hepáticas seleccionas por criterios
prestablecidos (vide material y métodos) en el presente
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estudio, 35 biopsias correspondientes a 27 pacientes fueron
diagnosticadas de hepatitis por CMV por uno o más de los tres
métodos utilizados en este material <HE, IHQ e HIS) . No todos
estos métodos ofrecieron el mismo rendimiento. La IHQ
diagnosticó mayor número de casos y biopsias (s=O,83>, seguida
de la demostración de inclusión en HE (s=0,66) y, a importante
distancia, de la HIS (s=O..49)
En concordancia con otros autores [39,72,135,150,168],
nuestros resultados mostraron que la IHQ es el método más
sensible <s=0,83) para el diagnóstico del CMV (Tabla 16). Su
buena sensibilidad se debe, como se hace obvio al ver los
resultados, a que demuestra células positivas con morfología
normal.El hecho de que la IHQ sea el principal responsable de
la confirmación viral en los especimes con el cuadro
histológico tisugestivo de hepatitis por CMV”, refrenda tan alta
sensibilidad (Tabla 22) . Otro aspecto importante es que nuestra
muestra, al contrario de la mayoría de las publicadas en la
literatura, fue obtenida de una série donde la IHQ se realizó
rutinariamente en todos los espécimes. Como consecuencia de
esta rutina, en algunos casos <4 biopsias) sin inclusión y sin
cuadro “sugestivo” la IHQ resultó positiva. Tal hecho valora
más aún la sensibilidad de la IHQ ante las demás técnicas.
La detección de la inclusión típica de CMV por HE se
mostró también muy sensible aunque algo menos que la IHQ
(s=0,66 vs s=0,83>. A pesar de ello 4 biopsias que habían
mostrado inclusión por estudio HE resultaron negativas en IHQ
debido a que esa u otra inclusión no estuvo presente en el
DISCUSION - 122
único corte dedicado al estudio inmunohistoquimico en el que
tampoco se objetivó otra positividad celular. Estos casos
demuestran como la histología con HE puede detectar CMV con una
sola inclusión entre los múltiples cortes disposibles <varios
por preparación), alcazar también un buen rendimiento y
solucionar algunos casos que la IHQ o la ¡lIS no han resuelto.
Las técnicas especiales para CMV (IHQ e HIS) se realizan en
solo uno o dos cortes por motivos técnicos y económicos, por
lo que la posible escasez de células positivas puede llevar a
falsos negativos.
La HIS no fue un método tan sensible (s=0,49) habiendo
diagnosticado tan solo 17 de las 35 biopsias positivas (Tabla
16) . Además, entre los 8 casos de cuadros <‘sugestivos”
confirmados, la HIS detectó CMV en tan solo dos (Tabla 22). La
baja sensibilidad de la HIS en el injerto hepático cuando es
comparada con la detección de antígenos virales <IHQ) o de
inclusiones CMV <HE) ha sido reportada frecuentemente
[150,160,168]. La HIS puede detectar células morfológicamente
normales [54<150] pero esta detección fue significativamente
más frecuente con la técnica de IHQ debido a la demostración
de antígenos tempranos (Tabla 19) . La ¡-lIS parece necesitar de
una mayor cantidad de elementos virales para resultar positiva
[213]
En discordancia con algunos autores [39,150,160,218], en
nuestros resultados el tiempo medio de diagnóstico de la IHQ
fue más tardío cuando fue comparado con el de las otras dos
técnicas (1-lIS y HE) <Tabla 21> . Tal hecho ha sido ya comentado
II.
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en el apartado anterior <III.b) de esta misma discusión. Cabe
citar la importancia en la elección de un suero testador con
anticuerpo temprano para IHQ que ofrezca la ventaja de un
diagnóstico precoz y permita el inicio del tratamiento
específico y temprano de la infección [197,217].
Con la presente experiencia puede decirse que la conducta
más optima para obtener el máximo número de diagnósticos sería
que se estudiasen morfológicamente (HE) multiples secciones y
que se aplicasen las técnicas especiales en todas las biopsias
hepáticas en TxH para revelar el máximo número de infecciones
hepáticas por CMV. Esta conclusión es deducible de la evidencia
la de complementariedad entre todas las técnicas que
anteriormente se ha expuesto. Sin embargo la limitación
impuesta por el precio de tales exploraciones imposibilita este
comportamiento idoneo ante cada biopsia en TxH. Una
recomendación plausible sería estudiar el máximo número de
cortes teñidos con HE a la búsqueda de inclusiones,
especialmente en aquellas biopsias realizadas en el periodo
postrasplante de mayor prevalencia del CMV (20-60 días) . Puede
ser excesivo aplicar HIS e IHQ a todas estas biopsias pero
ambas técnicas deben considerarse imprescindibles cuando el
cuadro histológico sea “sugestivo de hepatitis por CMV” (sin
inclusiones) para aumentar al menos en 1/4 los diagnósticos
concluyentes.
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III.D) Revisión de los criterios de Infección y de Enfermedad
por CMV en tejido hepático:
Trás el contacto inicial con el virus, este no desaparece
del organismo y la positividad sérica de sus anticuerpos define
una infección latente que persiste probablemente durante toda
la vida. Las células identificadas como las que albergan el
virus en situación latente han sido las hemáticas <linfocitos,
monócitos y polimorfonucleares) [121] . No se ha descartado que
otras células en otros tejidos <cerebro, riñon, bazo, pulmon
e hígado) puedan desempeñar también este papel [121,218].
La biopsia hepática positiva (=inclusión y/o IHQ+ y/o
HIS+) demuestra infección activa del injerto en el seno de la
infección sistémica. No obstante el cuadro histológico
acompañante no es siempre el mismo. Carecemos de explicación
para los cuadros que provocan inclusiones virales o positividad
por técnicas especiales (IHQ y/o HIS) sin reacción inflamatoria
celular acompañante. Tampoco conocemos los factores que
determinan que el número de células infectadas por unidad de
volumen tisular sea muy variable.
Ante tales hechos se puede considerar que existen las
situaciones tisulares hepáticas siguientes:
a) Citomegalovirus (por HE, IHQ o HIS> con lesión tisular:
es el “cuadro clásico” que constituye la más definitiva
expresión de la enfermedad hepática por CMV.
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b) Enfermedad-Hepatitis sin demostración del virus o sus
productos (no inclusión, no antígenos, no DNA) como en el
cuadro “sugestivo de hepatitis por CMV” que no se consigue
confirmar por IHQ o HIS. Tal situación podria ser debida a otro
virus oportunista pero parece más probablemente debida a una
insuficiente sensibilidad de estas técnicas para su
demostración.
c) Infección activa hepática sin enfermedad:
Citomegalovirus (demostrado por inclusión, o antígenos, o
genoma en hepatocito positivo) sin inflamación tisular
acompañante. Esta situación de persistencia intracelular del
virus, sin reacción inflamatoria inmune <posiblemente por no
presentar antígenos virales desde la célula al intersticio)
sería similar a la llamada hasta ahora latencia. El virus no
lisa la célula y se reproduce en ella de forma, temporalmente
al menos, simbiótica. En estos casos el CMV parece no
comportarse como citopático sino más bien como virus latente
sugiriendo que solo cuando asocia una respuesta inmune se
produce la lesión. Así pués: la inmunocompetencia mantendría
el virus escasamente replicante e intracelular, 2> la
inmunosupresión basal para mantener el injerto hepático
provocaría su replicación y contagio a otras células y 3> una
ocasional respuesta inmune (a pesar de la inmunosupresión basal
y sobre todo despues de suprimir la adicional que se emplea
para controlar el RA) sería la desencadenante final de la
lesión.
II,
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Esta interpretación y curso patogénico lleva a revisar el
criterio diagnóstico de hepatitis por CMV. Para diagnosticar
esta enfermedad no basta con demostrar el virus en tejido
hepático por cualquier técnica, es necesario además evidenciar
lesión tisular concomitante. El diagnóstico definitivo de
hepatitis por CMV debería incluir la evidencia del cuadro
histológico aquí denominado “cuadro clásico” elevando el mínimo
de los criterios hasta ahora admitidos (demostración del virus
en tejido hepático por HE, IHQ o HIS) . En este sentido viene
demostrandose muy recientemente que otras sensibles técnicas
de biología molecular <PCR en tejido) detectan CMV en tejidos
sin lesión de pacientes sin enfermedad ni alteración funcional
del órgano o del sistema [40]
Con la patocronia descrita es posible el cambio entre las
situaciones anteriores. El factor TIEMPO DE EVOLUCION combinado
con la variación en la INNUNOCOMPETENCIA provocan que pueda
verse en el mismo paciente y en el mismo injerto una evolución
desde una situación de “relación simbiótica” entre hepatocito
y virus a una situación de “relación lesiva” y viceversa.
Además, no necesariamente tales situaciones son sucesivas
cuando nos referimos a elementos celulares individuales puesto
que pueden demostrarse coexistentes. Así se han evidenciado
hepatocitos portadores del virus sin reacción inflamatoria a
su alrededor y hepatocitos sin inclusión rodeados por células
inflamatorias en el mismo tejido biópsico.
Estos posibles cursos desde la presencia viral intensa sin
inflamación hasta la inflamación focal intensamente diseminada
DISCUSION - 127
sin detección de virus (escasa sensibilidad de las técnicas o
escasa presencia del virus) explican también que injertos que
muestran hepatitis por CMV presenten biopsias anteriores o
posteriores con “tan solo” cuadro lesional sugestivo de
presencia viral (=escasos productos virales y relevante
respuesta inflamatoria)
III.E> Evolución de la Hepatitis por CMV:
Entre nuestros pacientes no se observó ningun exitus ni
ninguna pérdida del injerto atribuible a la infección hepática
por CMV. Si bien la infección generalizada por CMV y el ataque
a otros órganos <ej :pulmón) son capaces de producir mortalidad
[162], la literatura también coincide en la escasez de pérdidas
de injerto hepático o de muertes por hepatitis CMV [109]. La
supervivencia actuarial al año de nuestros 27 pacientes fue
algo más alta que la global de la serie completa de TxH en el
Programa del Hospital 12 de Octubre, pero no hubo diferencia
estadísticamente significativa. Entre ellos se apreció mayor
morbilidad ya que el número de retrasplantes (9/27 casos = 33%)
fue superior al esperado en la serie global (tasa de
retrasplante= 18%) . No obstante, es posible que las pérdidas
del injerto hayan estado condicionadas más por los factores
facilitadores de la infección hepática por CMV (rechazo agudo
como factor de riesgo) que por la hepatitis por él producida.
La infección hepática por CMV en el contexto del rechazo
intensamente tratado puede ser más un epifenómeno que un
.11 II
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desencadenante de la pérdida del injerto o del paciente.
En este apartado de la discusión es preciso comentar la
posible relación entre la infección por CMV del injerto y el
desarrollo posterior de rechazo crónico. En esta serie ha
resultado estadisticamente significativa la asociación entre
hepatitis por CMV y el posterior desarrollo de rechazo cróníco.
La sugerencia de que la infección hepática por CMV puede ser
un factor facilitador o colaborador en el desarrollo de rechazo
crónico [6,44,58,59,94,138,227] está basada en una asociación
estadisticamente significativa de esta infección y el rechazo
crónico como la observada en esta serie. Sin embargo, no todos
los grupos que han estudiado estas dos patologías han obtenido
similares resultados [146,150,238].
En los más recientes artículos la asociación no fortuita
entre hepatitis por CMV y rechazo crónico se defiende como
posible entre aquellos casos en los que el trasplante se da en
un contexto de identidad parcial entre el HLA del donante y el
ELA del receptor. Este tipo de identidad parcial seria:
identidad en el PILA de clase 1 (ABC) y ausencia de identidad
en el ELA de clase TI (HLA-DR) . La infección por virus facilita
la expresión de los antígenos del HLA en las células infectadas
como un mecanismo orientado al reconocimiento del agente
intracelular y consecuentemente estas células son transformadas
en diana del ataque inmune. El CMH (Complejo Mayor de
Histocompatibilidad> pone en marcha ese ataque inmune contra
la infección vírica al presentar los antígenos virales junto
con los antígenos del ELA en la membrana de las celulas
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infectadas segun las teorías propuestas [23811, cuando existe
una identidad del PILA entre linfocitos y células infectadas por
virus, la capacidad de los primeros para destruir a las
segundas es completa (consecuente desaparición del virus)
Cuando la identidad es parcial la capacidad linfocitaria de
destrucción de las células diana (infectadas) está disminuida.
Este último hecho facilita la persistencia del virus y, además,
mantiene un ataque inmune continuo no totalmente eficaz [238]
En el caso de la infección del injerto hepático por CMV
la identidad parcial del HLA entre donante y receptor
facilitaría el ataque continuo y la destrucción progresiva de
sus células. El epitelio biliar expresa persistente e
intensamente antigenos del HLA 116], la infección por CMV
facilitaría que fuera la diana permanente del ataque inmune
condicionando la pérdida progresiva de ductos. La pérdida
progresiva de ductos es la característica morfológica típica
del rechazo crónico [234]
La permanencia de la hepatitis por CMV no fue larga en
nuestros casos. El caso de máximo tiempo comprobado fue de 33
días y tal caso no evolucionó a rechazo cronico. Sin embargo,
el único caso en el que recidivó la infección hepática por CMV
(con ausencia de CMV en tejido durante un periodo intermedio
de 333 días entre dos episodios de hepatitis> evolucionó al
rechazo crónico trás nuevos episodios de rechazo agudo. Es
obvio que todavía no se pueda descartar la permanencia en el
tejido hepático de escasos viriones, insuficientes en número
para producir hepatitis clínica o morfológica y para alcanzar
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la sensibilidad de las técnicas hasta ahora empleadas. La
confirmación de algunas de estas hipótesis precisa continuar
los estudios con los nuevos avances de la biología molecular,
utilizados en colaboración con la histopatología. La reacción
en cadena de la polimerasa, empleada en el corte histológico
de tejido hepático (PCR in situ), parece ser un método adecuado
para alcanzar nuevos objetivos.
CONCLUS IONES
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1> En la presente serie de 82 (100%) pacientes con 95
trasplantes hepáticos la incidencia de infección activa
por CMV fue del 59,8% y de hepatitis del 19,5%. La
hepatitis se presentó en el día 48±22 postcirugía (23-114
días)
2) Los pacientes con más riesgo de padecer hepatitis por CMV
fueron aquellos con alguna de las siguientes
características: hepatitis fulminante en su hígado nativo,
combinación de serología antiCMV donante+/receptor-,
episodios de rechazo agudo y uso de anticuerpos
monoclonales anti-OKT3.
3) La hepatitis por CMV histológicamente se caracterizó por
inclusiones nucleares y/o citoplasmáticas hepatocitarias
<100%) y por focos inflamatorios diseminados <91,3%)
(mixtos y/o leucocitarios y/o granulomatosos) en un
transfondo de anisocariosis e hipercromatismo
hepatocitarios.
4) La comparación de la utilidad de los marcadores tisulares
usados como medio diagnóstico de la hepatitis por CMV
evidenció que la inmunohistoquimica fue la técnica con más
sensibilidad (s=0,83). Fue seguida en rendimiento por la
evidencia de inclusiones solo con HE (s=0,66) y por la
demostración de DNA viral con hibridación in situ
(s=0, 49)
5) Un cuadro histológico de hepatitis focal diseminada sin
evidencia de inclusiones es muy sugestivo de infección por
CMV: Entre 34 biopsias con este cuadro 8 (23,5%>
resultaron positivas con IHQ y/o HIS. Ello hizo observar
hepatocitos colonizados por CMV (+ en IHQ y/o HIS) sin
alteración morfológica en HE.
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6) Consecuencia de lo anterior es que el estudio HE de las
biopsias del injerto hepático que no muestran inclusiones
debe complementarse con técnicas de IHQ e HIS en: 1) el
período medio postTXH de mayor incidencia de esta
patología y 2) siempre que aparezca una hepatitis focal
diseminada como la aquí descrita.
7> En la evolución de la hepatitis por CMV:
a> Se comprobó una duración máxima de 33 días, con
remisión en todos los casos y con recidiva en una sola
ocasión -
b) La morbilidad fue más alta entre los pacientes que
sufrieron hepatitis por CMV que entre los que no la
padecieron (34% vs 18%-) . La supervivencia actuarial
al año de seguimiento fue algo mayor pero no
estadísticamente significativa al ser comparada con
una muestra de 100 pacientes trasplantados hepáticos
consecutivos.
c) Se observó una asociación (p=0,04) entre la infección
del injerto por CMV y una posterior evolución a
rechazo crónico ductopénico
En resumen, en el curso de los tres primeros meses
postrasplante hepático el 60% de los pacientes presentará
infección activa por citomegalovirus <19,5% hepáticas) . Además
de las descripciones clásicas morfológicas de la hepatitis por
CMV, ya referidas en la literatura, también se pueden observar
hepatitis focales diseminadas sin inclusiones virales que se
confirman con técnicas especiales <THQ e HIS). Las hepatitis
por CMV no incrementan la mortalidad, pero resulta una
asociación estadísticamente significativa con la aparición
posterior de rechazo crónico.
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